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palavras-chave 
 
Polihidroxialcanoatos (PHA), lamas activadas, reactor descontínuo sequencial 
(SBR), alimentação dinâmica aeróbia (ADF) ou condições “fome/fartura”, 
ácidos orgânicos voláteis (AOV). 
 
resumo 
 
 
Os polihidroxialcanoatos (PHAs) são plásticos de origem bacteriana 
biodegradáveis que apresentam características semelhantes aos plásticos 
sintéticos. A preocupação actual é implementar processos e estratégias que 
permitam produzir, a escala industrial, PHAs a baixa custo. Nesse sentido, o 
presente trabalho aborda a produção de PHAs utilizando culturas mistas 
(lamas activadas), provenientes de uma estação de tratamento de águas 
residuais, em reactores descontínuos sequenciais sob condições de 
alimentação dinâmica aeróbia.  
Ao longo do trabalho foram testadas diferentes condições de operação 
e de alimentação dos reactores. Os reactores foram alimentados com ácidos 
orgânicos voláteis (AOVs) provenientes da acidificação de soro de leite e 
outros com mistura sintética de AOVs numa proporção de HAc:HPr 2:1. 
Verificou-se uma maior estabilidade na operação dos reactores alimentados 
com ácidos sintéticos. Os reactores foram operados com diferentes cargas 
orgânicas, e segundo os resultados obtidos quando as cargas são mais baixas 
(1g CQO/L.d e 2g CQO/L.d) apresentam condições mais favoráveis à selecção 
de bactérias produtoras de PHAs e maior percentagem de remoção de CQO.  
Os biorreactores operaram em condições de “fome/fartura” 
(alimentação dinâmica aeróbia) com ciclos de 12 e 24h. Os resultados obtidos 
indicam que quando as culturas são alimentadas em ciclos de 24h a remoção 
de CQO é mais rápida. A acumulação de PHAs foi confirmada por microscopia 
de epifluorescência utilizando como corante o azul de Nilo.  
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keywords  
 
Polyhydroxyalkanoates (PHAs), activated sludged, sequential batch reactor 
(SBR), aerobic dynamic feeding (ADF) or “feast/famine” conditions, volatile 
fatty acids (VFAs). 
abstract 
 
Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are bacterial biodegradable plastics 
that have similar characteristics to synthetic plastics. The implementation of 
processes and strategies to produce PHAs at an industrial scale at low cost is 
an important factor for their commercialization. In this sense, this work intended 
to study the production of PHAs by mixed cultures (activated sludge) from 
wastewater treatment plant in sequential batch reactors under aerobic dynamic 
feeding conditions. 
Throughout the work different operating and feeding conditions on 
reactors were tested. The reactors were fed with volatile fatty acids (VFAs) 
from the acidification of whey and others with a synthetic mixture of VFAs with 
a 2:1 HAc:HPr ratio. There was greater stability in the operation of reactors fed 
with synthetic acids than with the fermented stream. The reactors were 
operated at different organic load rates. When the load rates were lower (1 g 
COD/L.d and 2 g COD/L.d) a greater percentage of removal of COD was 
observed indicating more favorable conditions for the selection of PHAs-
producing bacteria. 
The bioreactors were operated under “feast/famine” conditions 
(dynamic aerobic feeding) with 12 and 24 cycles. The results showed that when 
the cultures were submitted to 24 hours cycles the COD removal was faster 
than during the 12 hours cycles. Accumulation of PHAs was confirmed by 
epifluorescence microscopy using the blue Nile staining. 
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1. Introdução  
Os plásticos entraram na vida quotidiana a partir do início do séc. XX. 
Estes polímeros sintéticos de origem petroquímica revolucionaram um mercado 
que necessitava de materiais resistentes e com características físico-químicas 
apropriadas ao avanço tecnológico da sociedade moderna. A sua durabilidade, 
resistência à degradação e baixo custo de produção são algumas 
características responsáveis pelo seu sucesso comercial e pela sua utilização 
generalizada.   
Estima-se que anualmente sejam produzidos 200 milhões de toneladas 
de plásticos em todo o mundo. Estes plásticos são produzidos a partir de 
derivados do petróleo e, como não são biodegradáveis, representam um 
enorme problema ambiental. As suas características mais apreciadas, a 
durabilidade e a resistência, são em simultâneo o maior problema da sua 
utilização, já que se trata de compostos que não são degradados pela acção 
microbiana, devido ao excessivo comprimento das suas cadeias moleculares. 
Este facto faz com que a degradação dos plásticos ocorra lentamente, podendo 
demorar dezenas de anos.  
O facto dos plásticos terem um leque variado de aplicações faz com que 
a sua produção seja cada vez maior, aumentando a sua deposição na 
natureza. Como ainda não existe nenhum processo eficaz de eliminação de 
plásticos sintéticos, estes são depositados nos aterros sanitários ou 
incinerados. A capacidade dos aterros é limitada e a incineração é um 
processo poluente e caro (Reddy et al, 2003). Em alternativa a estes dois 
métodos a população mundial tem vindo a ser consciencializada para a 
importância da reciclagem dos plásticos. No entanto, embora em países 
desenvolvidos sejam recicladas grandes quantidades de plásticos, esta ainda 
não é uma solução, já que existem diferentes tipos de plásticos (polietileno, 
polipropileno, policloreto de vinilo) e alguns não podem ser reciclados, 
dificultando este processo. Para além deste problema, a obtenção de plásticos 
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reciclados tem um custo superior aos obtidos a partir do petróleo e os plásticos 
reciclados têm uma qualidade inferior ao material original (Brandl et al, 1990). 
A segunda maior utilização dos derivados de petróleo é como matéria-
prima na produção de polímeros. A subida do preço do barril de crude, a 
instabilidade política dos países detentores das grandes reservas mundiais de 
petróleo, bem como a preocupação com a necessidade de desenvolver 
tecnologias verdes “amigas do ambiente”, que reduzam a emissão de gases de 
efeito de estufa, como o CO2; são as razões apontadas para a exploração e 
utilização de fontes renováveis de matérias-primas (Silva et al., 2007). 
Tendo em conta as preocupações referidas, a investigação científica tem 
avançado no sentido de desenvolver polímeros naturais biodegradáveis em 
alternativa aos polímeros derivados do petróleo. Pretende-se diminuir a 
produção de plásticos sintéticos, o que vai de encontro ao maior rigor das 
políticas e legislação ambientais. Espera-se que a substituição dos plásticos 
comuns por plásticos biodegradáveis seja lenta e gradual, no entanto a 
expectativa é que os resultados melhorem, conduzindo à diminuição dos níveis 
de poluição (Chanprateep, 2010). Dados recentes indicam que a produção de 
bioplásticos representa apenas 1% do mercado global da produção de 
plásticos e atingirá este ano 1 milhão de toneladas produzidas (European 
Bioplastics, 2011). Estes números indicam que a maior parte da investigação 
que é feita nesta área está ainda numa fase inicial, havendo poucos projectos 
que passem para a escala industrial (Chen, 2009). Este facto faz com que os 
bioplásticos sejam uma área de interesse, em ampla expansão, prevendo-se 
que até 2015 a capacidade da sua produção duplique (European Bioplastics, 
2011). 
Os plásticos biodegradáveis são eliminados da biosfera de forma eficaz 
e segura, podendo ser degradados e sintetizados por diferentes 
microrganismos. Possuem uma vasta aplicação biotecnológica e como são 
materiais biodegradáveis e biocompatíveis têm várias vantagens em relação 
aos plásticos sintéticos (Gross et al., 2002; Luengo et al., 2003). 
Existem vários tipos de plásticos biodegradáveis que são produzidos 
industrialmente, como exemplo temos os polihidroxialcanoatos (PHAs), o 
polilactato (PLA) e os poliglicolatos (PGA). Os PHAs são os únicos polímeros 
de origem microbiana totalmente biodegradáveis, para além desta vantagem 
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são termoplásticos com propriedades semelhantes às do polipropileno. Este 
facto torna-os possíveis substitutos à utilização de plásticos sintéticos (Serafim 
et al., 2003). 
Os PHAs são poliésteres produzidos por diversos microrganismos, que 
os acumulam como substância de reserva de carbono e energia (Gomez et al., 
2003). A sua estrutura depende do meio de crescimento e do microrganismo 
produtor, podendo ser planeada através de condições de cultivo adequadas. 
Estes polímeros são facilmente moldáveis e insolúveis, o que lhes confere 
maior interesse relativamente a outros biopolímeros. No entanto, a produção de 
PHAs não é competitiva comparando com a produção dos plásticos 
convencionais. Este facto deve-se aos elevados custos de produção de PHAs 
devido à utilização de culturas microbianas puras, o que exige a esterilização 
de todo o material utilizado, e ao uso de substratos caros, como a glucose e o 
ácido propiónico. Uma alternativa interessante à utilização de culturas puras, 
que pode reduzir os custos, é a utilização de culturas mistas de bactérias 
(Serafim et al., 2003). 
Como é possível observar na figura 1, a produção de PHAs corresponde 
actualmente apenas a 12% do total de produção de biopolímeros, havendo 
oportunidades de mercado para este polímero. 
 
Figura 1 – Gráfico com as percentagens e quantidades (em toneladas) de 
produção dos diferentes biopolímeros para o ano 2010 (adaptado de European 
Bioplastics, 2011). 
Produção de Bioplásticos por Culturas Mistas em SBR 
 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Produção de Bioplásticos por Culturas Mistas em SBR 
 5 
2. Revisão Bibliográfica 
2.1. Polímeros 
 
Os polímeros são macromoléculas de elevada massa molecular, 
compostos por muitas unidades básicas (monómeros) repetidas. Estes 
compostos podem ser de origem natural ou sintética, isto é, podem ser 
produzidos pelos organismos, como é o caso das proteínas, do látex e da 
celulose, ou podem ser sintetizados quimicamente a partir de derivados do 
petróleo. Como exemplo de polímeros de origem sintética temos o polietileno, o 
policloreto de vinilo e o nylon (Callister, 2010). 
Os polímeros sintéticos são produzidos em grandes quantidades, 
possuindo uma variedade imensa de propriedades, conforme a utilização a que 
se destinam. Estes polímeros são vulgarmente conhecidos como plásticos 
(Ojumu et al, 2003). 
Se os monómeros que constituem um polímero forem todos do mesmo 
tipo dá-se o nome de homopolímero, quando os monómeros presentes num 
polímero são de dois ou mais tipos diferentes estamos perante um co-polímero.  
2.2. Biopolímeros 
Os biopolímeros são polímeros produzidos a partir de fontes renováveis 
de carbono e podem ser classificados estruturalmente em polissacarídeos, 
poliésters e poliamidas. Estes compostos podem ser parcial ou totalmente 
degradados por hidrólise não enzimática ou pela acção de enzimas produzidas 
por microrganismos, podendo ser classificados em três grupos segundo as 
suas características de biodegradabilidade (Poirier et al., 1995; Avella et al, 
2001). O primeiro grupo é constituído por biopolímeros que não são produzidos 
por microrganismos, mas que são biodegradáveis e sofrem compostagem. Este 
grupo inclui co-poliestéres alifático-aromáticos biodegradáveis. O segundo 
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grupo inclui polímeros produzidos por microrganismos que são biodegradáveis, 
como por exemplo, os PHAs, o ácido poliláctico (PLA), materiais fabricados a 
partir do amido, materiais fabricados a partir da celulose e compostos 
derivados do PLA. O terceiro grupo é composto por polímeros não degradáveis 
que são produzidos a partir de recursos naturais. Este grupo inclui o 1,3-
propanodiol (PDO) e o polietileno linear de baixa densidade (LLDPE) produzido 
a partir do bioetanol (Avella et al, 2001). 
Em alternativa, os biopolímeros podem ser classificados em quatro 
grupos tendo em conta os seus componentes (Averous, 2004). O primeiro 
grupo é produzido directamente por organismos vivos (ex:. algodão, seda, lã, 
celulose, amido, linhina, proteínas de óleo, PHAs). O segundo grupo é 
produzido pela polimerização de monómeros existentes na natureza ou deriva 
de materiais existentes na natureza (ex:. PLA, glicol politrimetileno). O terceiro 
grupo contém uma combinação de monómeros produzidos a partir de fontes 
renováveis com monómeros derivados do petróleo (ex:. isosorbato com 
policarbonato). O último grupo inclui polímeros produzidos a partir da 
combinação de fontes renováveis e materiais derivados do petróleo, tais como 
o amido e álcool polivinílico (Averous, 2004). 
Os plásticos biodegradáveis podem ser sintetizados quimicamente, 
como é o caso do ácido poliglicólico, o ácido poliláctico (PLA), o álcool 
polivinílico, o poli(óxido de etileno) e a poli(ε-caprolactona). Estes plásticos são 
susceptíveis à degradação enzimática microbiana, porém a sua aplicação 
comercial é reduzida, já que não apresentam boas propriedades mecânicas, 
como os plásticos de origem petroquímica (Khanna e Srivastana, 2004). 
Existem também bioplásticos produzidos através da adição de amido, que 
funciona como agente de carga e ligante, produzindo uma mistura de amido e 
plástico, como é o caso do amido-polietileno. Os microrganismos presentes no 
solo degradam o amido facilmente, quebrando assim a matriz polimérica. O 
resultado é uma redução significativa no tempo de degradação, porém alguns 
plásticos só são parcialmente biodegradáveis e alguns dos seus fragmentos 
permanecem no ambiente por muito tempo (Kawashima, 2004). Estes plásticos 
apresentam propriedades interessantes, no entanto têm performances 
inferiores aos plásticos convencionais; além disso, alguns tipos apresentam 
solubilidade em meio aquoso, o que torna a sua aplicação restrita.  
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2.3. Polihidroxialcanoatos (PHAs) 
A primeira observação de grânulos de PHAs em células bacterianas foi 
feita por Beijerinck, em 1888 (Chowdhury, 1963). Mais tarde, em 1926, 
Lemoigne, descreveu pela primeira vez a composição dos PHAs como sendo 
constituídos por um material desconhecido na forma de homopoliésteres do 
ácido 3-hidroxibutírico, ao qual deu o nome de poli-3-hidroxibutirato (PHB) 
(Lemoigne, 1926).  
 
Figura 2 - Microscopia electrónica de células de C. necator contendo PHAs. A 
barra representa 0,5µm (Sudesh et al., 2000). 
 
Durante várias décadas não houve qualquer interesse por este material 
desconhecido e só bastante mais tarde começaram a ser estudadas as funções 
do PHB. Nessa altura, a rápida biodegradação do PHB produzido por Bacillus 
megaterium, suscitou o interesse por este biopolímero e pelos restantes PHAs, 
passando a fazer-se investigação utilizando outros microrganismos e 
estudando as funções destes biopolímeros.  
Os PHAs constituem uma família de homo ou heteropoliésteres 
biológicos, opticamente activos, que contêm unidades variáveis do monómero 
ácido (R)-hidroxialcanóico, determinantes da sua estrutura e propriedades 
(Madison e Huisman, 1999). Estes polímeros geralmente são constituídos por 
103 a 104 monómeros e podem ser produzidos por uma grande variedade de 
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microrganismos procarióticos, acumulando-se no citoplasma das células 
microbianas sob a forma de grânulos, formando corpos de inclusão esféricos, 
insolúveis em água, com diâmetros médios entre 0,2 e 0,5 µm (Sudesh et al., 
2000). Os grânulos são sintetizados e acumulados por bactérias gram-positivas 
e gram-negativas, não representando qualquer perigo para os hospedeiros 
(Luengo et al., 2003).  
A sua visualização pode ser feita em microscópio óptico por contraste de 
fase, devido à sua alta refractividade (Kim e Lenz, 2001) e por microscopia de 
epifluorescência, utilizando corantes lipofílicos como o Azul de Nilo (Serafim et 
al, 2003).  
 
Polímero 
 n = 1R = hidrogénio Poli(3-hidroxipropionato) 
 R = metilo  Poli(3-hidroxibutirato) 
 R = etilo   Poli(3-hidroxivalerato) 
 R = propilo   Poli(3-hidroxihexanoato) 
 R = pentilo   Poli(3-hidroxioctanoato) 
 R = nonilo   Poli(3-hidroxidodecanoato) 
 n = 2R = hidrogénio   Poli(4-hidroxibutirato) 
 n = 3R = hidrogénio    Poli(5-hidroxibutirato) 
 
Figura 3 - Estrutura geral dos PHAs. 
 
A estrutura geral dos PHAs apresenta-se na figura 3. A natureza do 
radical R determina a identidade da unidade monomérica e, junto com o valor 
de n (que pode variar de 600 a 35000), as propriedades e funcionalidades do 
polímero. Já foram identificados mais de 150 diferentes tipos de monómeros 
constituintes destes poliésteres (Steinbüchel e Valentin, 1995; Reddy et al., 
2003). 
Os PHAs são geralmente sintetizados como reservas intracelulares, 
quando os microrganismos se encontram em condições adversas ao seu 
crescimento (Sudesh et al., 2000). Estas condições podem estar associadas à 
PHA 
O 
O 
O 
O 
C 
( CH2 )n 
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limitação de nutrientes ou factores de crescimento (N, P, Mg, Fe, S, O2 e K), na 
presença de um excesso de fonte de carbono, ou a limitações físicas, como 
temperatura não ideal de crescimento (Lee, 1996). Quando as condições de 
crescimento regressam à normalidade os biopolímeros ficam disponíveis para 
serem utilizados como fonte de carbono e energia (Sudesh et al., 2000).  
A produção de PHAs nas células microbianas tem como principal função 
acumular reservas de carbono que são utilizadas em condições adversas. Esta 
estratégia tem como grande vantagem a possibilidade das células acumularem 
grandes quantidades de carbono, sem afectar significativamente a sua pressão 
osmótica. Para além desta função, os PHAs podem apresentar outras funções 
menos conhecidas. Nos períodos de escassez de fontes de carbono, podem 
actuar como inibidores da degradação de componentes celulares, tais como 
ácidos núcleicos e proteínas. O polihidroxibutirato (PHB) pode ser utilizado 
como uma fonte de carbono e energia endógena, na esporulação de espécies 
de Bacillus, e na formação de cistos em espécies de Azobacter (Anderson e 
Dawes, 1990; Stam et al., 1986). 
Dependendo do número de átomos de carbono presentes na cadeia do 
monómero, os PHAs podem ser divididos em três grupos: PHAs de cadeia 
curta (slcPHA), compostos por 3 a 5 átomos; PHAs de cadeia média (mclPHA), 
compostos por 6 a 14 átomos; e PHAs de cadeia longa, compostos por mais de 
14 átomos. As diferentes possibilidades devem-se, principalmente, à 
especificidade das enzimas PHA sintases para o substrato. Estas enzimas só 
actuam sobre monómeros de determinado comprimento ou número de 
carbonos. A bactéria Ralstonia eutropha e muitas outras bactérias produzem 
slcPHA, enquanto os mclPHA são produzidos por Pseudomonas oleovorans e 
por outras bactérias da mesma espécie (Lenz e Marchessault, 2005; Timm and 
Steinbüchel, 1990). 
Fazem parte dos sclPHAs o PHB, o PHV e o co-polímero poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV). Alguns membros dos mclPHAs 
são o polihidroxioctanoato (PHO) e o polihidroxinonanoato (PHN) (Gross et al., 
1989). 
O PHA melhor caracterizado e mais frequentemente produzido pelas 
bactérias é o polihidroxibutirato (PHB), sendo constituído por monómeros de 3-
hidroxibutirato (Madigan et al., 2000). Para além deste PHA, existem outros 
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vulgarmente acumulados por microrganismos, como por exemplo o 
polihidroxivalerato (PHV), o polihidroximetilvalerato (PMHV) e o 
polihidroximetilbutirato (PMHB). 
2.3.1. Propriedades dos PHAs 
Os PHAs apresentam diferentes propriedades, de acordo com a sua 
composição monomérica. São substâncias lipofílicas, e dentro da célula 
encontram-se como inclusões insolúveis. Os PHAs são ainda termoplásticos ou 
elastómeros, exibindo um elevado grau de polimerização. A massa molecular 
destes compostos varia entre 10×104 e 10×106 Da, dependendo do 
microrganismo produtor e das condições de crescimento. A sua elasticidade 
aumenta com o aumento do comprimento da cadeia ou do número de co-
monómeros num co-polímero. Praticamente todos são opticamente activos, 
devido à presença de um carbono quiral na posição β da estrutura do 
monómero. Apresentam-se com a configuração R, devido à 
estereoespecificidade das enzimas envolvidas na polimerização, sendo, 
portanto, completamente isotáticos (Doi et al, 1995; Steinbüchel, 1996; Reddy 
et al., 2003; Wang et al., 2009). 
A composição monomérica dos PHAs também determina as 
propriedades físicas e mecânicas, como a rigidez, ductilidade, ponto de fusão e 
resistência a solventes orgânicos. A temperatura de fusão (Tm) está 
intimamente relacionada com a estrutura dos monómeros e com a quantidade 
de co-monómeros presente nos co-polímeros. Os PHAs tornam-se altamente 
viscosos e moldáveis em temperaturas próximas, ou acima, do seu ponto de 
fusão (Brandl, 1990; Steinbüchel, 1996). 
Os PHAs apresentam propriedades piezoeléctricas. Estas propriedades 
dependem do grau de cristalinidade e da temperatura. Os PHAs apresentam 
um grau de cristalinidade que pode variar entre 30 e 80%, são polímeros não 
tóxicos e biocompatíveis, apresentando uma biodegradação lenta e alta 
estabilidade à hidrólise em tecidos estéreis. A degradação de PHB produz o 
ácido R-3-hidroxibutírico, que é um constituinte do sangue humano. Estudos 
com este ácido, mostraram que o mesmo pode ser usado como fonte de 
carbono intravenoso ou oral, com vantagens sobre a glicose (Asrar e Hill, 
2000). 
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Alguns sclPHAs são demasiado rígidos e quebradiços, não possuindo as 
propriedades mecânicas necessárias para aplicações médicas e embalagens. 
Em contraste, os mclPHAs podem ser elastómeros, mas têm pouca força 
mecânica. Contudo, para aplicações médicas, materiais de embalagem, 
engenharia de tecidos e outras aplicações específicas, as propriedades físicas 
e mecânicas dos poliésteres de origem microbiana precisam de ser 
diversificadas e melhoradas (Hazer, 2003). 
A gama de PHAs que podem ser sintetizados á vasta, devido à baixa 
especificidade das PHAs sintases para o substrato. No entanto, para aumentar 
a diversidade de PHAs são utilizados vários métodos de modificação química, 
permitindo obter materiais promissores para diferentes aplicações devido à sua 
compatibilidade e biodegradabilidade (Hazer e Steinbüchel, 2007). 
2.3.2. Aplicações dos PHAs 
A diversidade de propriedades dos PHAs confere-lhes uma ampla gama 
de aplicações. Dos vários polímeros bacterianos conhecidos, os PHAs 
possuem todos os atributos básicos para substituir os plásticos de origem 
petroquímica, tal como a resistência a solventes orgânicos, a termoplasticidade 
e a facilidade de processamento industrial em equipamentos já existentes para 
os plásticos convencionais. Polímeros como PHB e P(3HB-co-3HV) podem ser 
processados em equipamentos convencionais usados para outros plásticos.  
Os PHAs são utilizados na agricultura como transportadores 
biodegradáveis, para libertação controlada de reguladores de crescimento, 
fertilizantes, fungicidas, herbicidas e insecticidas; em sistemas de rega e redes 
de pesca. A sua maior utilização é em embalagens para alimentos, frascos, 
filmes, recipientes e garrafas (European Bioplastics). Os co-polímeros de HB e 
HV são menos permeáveis ao oxigénio do que o polietileno e o polipropileno, o 
que os torna um material mais adequado na embalagem de alimentos, 
diminuindo a necessidade da utilização de antioxidantes (Salehizadeh e Van 
Loosdrecht, 2004). 
A biodegradabilidade dos PHAs confere-lhes aplicabilidade em produtos 
de higiene pessoal, tais como as fraldas descartáveis. Estes polímeros são 
também usados como matéria-prima para a produção de tintas e adesivos 
(Weiner, 1997; Mikova e Chodak, 2006). Devido à sua biocompatibilidade os 
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PHAs têm diversas aplicações médicas e farmacêuticas, sendo utilizados na 
produção de curativos, seringas, fios de sutura cirúrgica, enxertos de vasos 
sanguíneos e materiais osteossintéticos (implantes ósseos) e transportadores 
para libertação controlada de drogas e medicamentos (Wang et al., 2008; Dai 
et al., 2009). A utilização dos monómeros de PHAs como drogas tem sido 
bastante estudada. Um dos produtos que tem merecido maior atenção é o D-3-
hidroxibutirato (3HB). Este composto é obtido por degradação microbiana de 
PHAs e tem a particularidade de ser naturalmente sintetizado pelos animais, 
tendo efeitos na apoptose celular e na concentração citosólica de cálcio. 
Estudos indicam que a percentagem de células em apoptose diminui na 
presença de 3HB e dos seus derivados, e a concentração de cálcio citosólico 
aumenta drasticamente (Xiao et al., 2007). 
Reush fez estudos que mostram que existe PHB no plasma humano 
(0,60 a 18,2 mg/L). O PHB liga-se às lipoproteínas VLDL e LDL, não se ligando 
às HDL. Este dado associado às propriedades físicas do PHB sugere que este 
biopolímero pode ter efeitos fisiológicos importantes (Reush et al., 1992). 
Para além do seu potencial como material plástico, os PHAs 
representam também uma fonte útil de compostos quirais, que podem servir 
como precursores para a síntese química de substâncias opticamente activas 
(Brandl, 1990; Steinbüchel, 1996).  
Por último, através da esterificação do PHB e mclPHAs pode obter-se 
biodisel (Zhang et al., 2009). 
2.3.3. Degradação de PHAs 
Uma das principais características que torna os PHAs atractivos 
comercialmente é a sua biodegradabilidade em ambientes naturais. A 
biodegradabilidade é a capacidade que uma substância apresenta de ser 
decomposta pela acção dos seres vivos. Os microrganismos envolvidos neste 
processo, possuem enzimas depolimerases e hidrolases. Estas enzimas 
catalisam a hidrólise do polímero em compostos hidrossolúveis, que podem ser 
aproveitados como nutrientes pelas células (Reddy et al., 2003). 
Os PHAs são eficientemente biodegradados num ano sem produzirem 
lixo tóxico, sendo completamente reciclados em lixo orgânico. Existem vários 
microrganismos no solo capazes de produzir PHB-depolimerases, enzimas que 
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hidrolisam as ligações éster do polímero em monómeros solúveis em água e 
oligómeros. Posteriormente, os microrganismos metabolizam esses produtos 
da degradação produzindo água e dióxido de carbono (Jendrossek e Handrick, 
2002). 
Os PHAs também podem ser degradados na ausência de actividade 
microbiana, através dum mecanismo de hidrólise química, na presença de 
elevados valores de pH.  
A taxa de biodegradação dos PHAs depende de vários factores, 
nomeadamente da população microbiana presente no ambiente, temperatura, 
humidade, pH, nutrientes presentes no meio, cristalinidade dos PHAs, aditivos 
e área superficial dos polímeros. Estes polímeros são sólidos insolúveis em 
água, enquanto as despolimerases são enzimas solúveis; por esta razão a 
degradação acontece através de uma reacção heterogénea com duas etapas. 
A primeira é a adsorção da enzima na superfície do polímero e a segunda é a 
hidrólise das cadeias poliméricas, pelo local activo da enzima (Khanna e 
Srivastava, 2004). 
Além dos factores referidos anteriormente, a degradação dos PHAs 
depende da estrutura do polímero, já que as despolimerases são enzimas 
altamente específicas, quanto ao substrato, e estereoselectivas, actuando 
sobre polímeros com configuração R. A taxa de degradação diminui para 
polímeros com cadeias de tamanhos superiores e o crescimento microbiano é 
dificultado, devido ao aumento da hidrofobicidade. 
Para melhor compreender o fenómeno de biodegradabilidade dos PHAs 
têm sido estudadas propriedades como a resistência mecânica e a massa 
molar destes compostos durante a degradação. Os resultados obtidos para os 
estudos que relacionam a biodegrabilidade com as condições em que ocorre a 
degradação são bastante variáveis. Por exemplo, o tempo necessário para 
uma completa decomposição de um filme formado pelo co-polímero P(3HB-co-
4HB) é 2 a 25 semanas (Anderson e Dawes, 1990). Para um filme de PHB, 
foram verificadas variações de 0.5 a 50 semanas (Asrar e Hill, 2002). 
Existem trabalhos que indicam que a síntese e a degradação de PHAs 
são processos que ocorrem simultaneamente na célula, o que pode alterar a 
massa molar do polímero produzido. Deste modo, a alta massa molar dos 
PHAs acumulados por Escherichia coli recombinante, contendo genes de A. 
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eutrophus, deve-se à ausência de despolimerases nesta bactéria (Rehm e 
Steinbüchel, 1999). 
2.3.4. Produção de PHAs 
Em 1982, a empresa inglesa ICL (Imperial Chemical Industries Ltd.) 
começou a produzir um novo tipo de poliéster biodegradável, através da 
fermentação em grande escala, que substituiria o plástico de origem 
petroquímica. Este polímero foi patenteado com o nome “Biopol” e é produzido 
pela bactéria Ralstonia eutropha. Esta bactéria é capaz de acumular, no interior 
da sua célula, até 90% do seu peso seco de PHB (Andersen e Dawes, 1990). 
Actualmente, apenas alguns PHAs são produzidos em grande escala a 
nível industrial. Entre eles destacam-se o polihidroxibutirato (PHB), poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) e poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxihexanoato) (PHBH).  
A acumulação de PHAs nas células, quando são cultivadas sob 
condições controladas, é variável, podendo representar entre 30 a 80% da sua 
massa seca. No entanto, em condições optimizadas de cultivo, ou com uso de 
engenharia genética, pode-se acumular acima de 90% da massa bacteriana 
(Madison e Huisman, 1999). Os PHAs podem ser produzidos utilizando-se 
como fonte de carbono matérias-primas tais como: acetato, amido, ácido 4-
hidroxibutírico, ácido propiónico, celulose, glicerol, lactato, linhina, melaço, 
metano, óleo mineral, sacarose, soro de queijo e triacilgliceróis. 
As propriedades do polímero, bem como as suas aplicações, dependem 
da sua composição monomérica. Por outro lado, a produção de PHAs depende 
da natureza química da matéria-prima fornecida como fonte de carbono à 
bactéria, bem como das vias metabólicas que esta possui. Em diversas etapas 
do metabolismo, a partir da fonte de carbono, a bactéria pode gerar 
intermediários na forma de hidroxiacil-CoA, os quais serão reconhecidos e 
polimerizados pela enzima PHA sintase, presente nas bactérias capazes de 
acumular estes materiais. 
Na tentativa de viabilizar o processo de produção, diversas estratégias 
têm sido estudadas com o objectivo de aumentar a produtividade do polímero e 
diminuir os custos. Entre elas, destacam-se as modificações genéticas em 
bactérias, permitindo-lhes acumular altos níveis de polímero no seu citoplasma, 
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e a utilização de fontes de nutrientes derivadas da agroindústria, na sua 
maioria resíduos orgânicos. Para além da redução de custos, é igualmente 
interessante do ponto de vista ambiental a utilização de resíduos na produção 
de PHAs, permitindo a sua valorização (Soccol e Vandenberghe, 2003).  
2.3.5. Estratégias utilizadas na produção de PHAs 
Um dos objectivos que se pretende atingir na produção de PHAs é a 
obtenção de polímeros com características cada vez mais apropriadas às 
várias aplicações a que destinam (Hazer e Steinbüchel, 2007). Diversas 
estratégias têm sido utilizadas para melhorar as propriedades dos 
biopolímeros, entre elas, a utilização da modificação química e de engenharia 
genética.  
Os PHAs são usualmente produzidos através de processos de 
fermentação biológica, utilizando matérias-primas renováveis e sustentáveis 
derivadas da agricultura, tais como a biomassa linhocelulósica (Hames, 2009). 
Também existem processos não fermentativos, como por exemplo, os 
termoquímicos, que estão em desenvolvimento para converter matérias-primas 
biológicas em químicos que podem ser reutilizados (Mu et al., 2010).  
Um dos maiores problemas no processo de extracção do PHB é a sua 
degradação rápida, perto da temperatura de ebulição (Grassie et al. 1984). As 
propriedades físicas e térmicas do PHB podem ser reguladas através da sua 
co-polimerização in vivo e in vitro com outros ácidos hidroxialcanóicos. Através 
da co-polimerização do PHB pode obter-se um polímero com temperatura de 
ebulição e grau de cristalinidade mais baixos tornando-se menos rígido e mais 
estável. 
A polimerização in vivo é a acumulação de PHAs como reservas de 
energia nas células bacterianas. Nos sistemas de polimerização in vitro em 
solução aquosa são utilizadas PHAs sintases, purificadas de R. eutropha, na 
biossíntese de PHAs (Gerngross e Martan, 1995). 
Os esforços desenvolvidos na biossíntese de plásticos deu origem a 
variados co-poliésteres, que na sua maioria contém cadeias laterais apolares. 
Estes poliésteres são mais hidrofóbicos do que outros poliésteres tais como o 
ácido poliglicólico (Stigers e Tew 2003). No entanto, para aplicações médicas 
são necessários polímeros de PHAs anfifílicos. As reacções de modificação 
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química permitem com facilidade inserir segmentos hidrófilos em PHAs 
hidrofóbicos e produzir co-polímeros anfifílicos.  
Durante a produção biossintética de PHAs, as PHAs sintases são muito 
selectivas em relação ao substrato, produzindo apenas PHAs hidrofóbicos. 
Através de modificação química é possível aumentar a hidrofilicidade dos PHAs 
para aplicações médicas. Por exemplo, co-polímeros anfifílicos têm potencial 
como dispositivos de contacto no sangue numa vasta gama de aplicações 
biomédica, devido à sua excelente compatibilidade com o sangue.  
A modificação química de PHAs biossintéticos é também importante na 
pesquisa de novos polímeros com diferentes propriedades mecânicas e 
térmicas, sendo um método promissor na obtenção de novos tipos de materiais 
compósitos de PHAs, incluindo uma vasta gama de monómeros para co-
polimerização com polímeros sintéticos ou com outros polímeros naturais, que 
não se podem obter por processos biotecnológicos e que são polímeros 
amigos do ambiente (Hazer e Steinbüchel, 2007). 
Os diferentes poliésteres produzidos por microrganismos podem ser 
ainda mais diversificados através da alteração das vias de biossíntese 
utilizando engenharia genética. A alteração das vias metabólicas permite a 
biossíntese de elastómeros, como exemplo destes materiais temos os co-
polímeros de PHB contendo hidroxivalerato, hidroxihexanoato e 4-
hidroxibutirato. A engenharia genética é também utilizada para melhorar a 
eficiência na produção de PHAs, nomeadamente, aplicando técnicas de 
recombinação genética e clonagem. Actualmente a bactéria Escherichia coli 
tem grande utilização na produção de PHAs. As estirpes recombinantes desta 
bactéria foram obtidas através da inserção de genes que codificam para a 
síntese de PHAs. Estas bactérias produzem grandes quantidades de polímero 
(Silva et al., 2007). 
A substituição de plantas por bactérias pode ser uma alternativa futura 
na produção PHAs, já que apresenta várias vantagens, nomeadamente a 
redução dos custos e o facto de ser um sistema menos poluente. As plantas 
apenas necessitam de água, nutrientes do solo, dióxido de carbono e sol. 
Contudo, a quantidade de PHAs produzidos pelas plantas é baixa, estando a 
ser utilizada engenharia genética para produzir plantas transgénicas com maior 
eficiência de produção (Suriyamongkol et al., 2007). 
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A selecção de microrganismos acumuladores de PHAs continua a ser 
alvo de estudo. A substituição de culturas puras por culturas mistas de 
bactérias tem a vantagem de permitir a utilização de substratos de composição 
complexa, tais como resíduos industriais, permitindo a redução de custos. 
2.3.6. Extracção e detecção de PHAs 
A quantidade de PHAs presente na biomassa influencia a eficiência do 
processo de extracção e purificação. Baixas quantidades de PHAs presentes 
nas células bacterianas resultam num elevado custo de extracção (Lee e Choi, 
1999). Este facto deve-se ao uso de enormes quantidades de agentes de 
digestão para romper as paredes celulares das bactérias e ao aumento dos 
custos para remover os resíduos. 
A maioria dos processos de purificação de PHAs propostos na literatura 
envolve a extracção de PHAs utilizando solventes. Os polímeros são 
rapidamente extraídos do interior das células microbianas por hidrocarbonetos 
clorados, tais como o cloreto de metilo, o clorofórmio e dicloroetano. Estes 
solventes rompem as células, solubilizando os seus componentes e os PHAs. 
Para além destes compostos, também podem ser usados solventes orgânicos 
polares, como cetonas e álcoois, que actuam rompendo a parede celular das 
células, sem alterar os grânulos de PHA (Holmes et al., 1980). O uso de 
solventes tem como vantagem a obtenção de polímeros com elevada pureza, 
porém os solventes e as elevadas temperaturas podem reduzir a massa molar 
do produto, alterando as suas propriedades (Steinbüchel, 1991). 
Os grânulos de PHA podem ser separados por centrifugação utilizando 
soluções alcalinas de hipoclorito de sódio. Como os PHAs são insolúveis em 
água são separados da fase aquosa. Esse tipo de extracção pode causar 
danos aos grânulos, diminuídos com o controle das condições de separação, 
como pH, temperatura e duração do processo. O pré-tratamento das células 
com surfactantes ajuda a melhorar as características do polímero extraído.  
Um método de extracção que pode minimizar o uso de solventes é a 
digestão enzimática (Holmes e Lim, 1990). Este método é menos eficaz que o 
uso de solventes, mas por outro lado é um método menos ofensivo.  
A detecção de PHAs pode ser realizada in vivo e in vitro, sendo a última 
metodologia mais sensível, pois é capaz de detectar uma quantidade de 
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polímeros cerca de 100 vezes menor. As metodologias de detecção in vivo são 
baseadas na utilização de diferentes tipos de corantes nas colónias de 
bactérias produtoras: sudan black, para detecção em microscópio óptico; azul 
de Nilo para detecção em microscópio de fluorescência; vermelho de Nilo, para 
detecção a olho nu, através da exposição à luz ultravioleta. As metodologias de 
detecção in vitro, além de detectar a presença de polímeros, permitem a 
caracterização e quantificação de PHAs. Utiliza-se a espectrometria de 
infravermelho, a cromatografia gasosa com detector de ionização por chama, 
ressonância nuclear magnética, espectrometria de massa, cromatografia em 
gel e calorimetria diferencial de varrimento (Anderson e Dawes, 1990). 
2.4.  Produção de PHAs por culturas microbianas 
mistas 
Um dos principais desafios que se coloca na produção de PHAs é a 
redução de custos, para tornar os bioplásticos competitivos relativamente aos 
plásticos sintéticos. Com vista a atingir este objectivo, várias estratégias têm 
sido utilizadas, para reduzir os custos de produção. O desenvolvimento de 
novas estirpes bacterianas e de processos de fermentação e de extracção mais 
eficientes são alguns exemplos. O custo do produto depende da capacidade de 
acumulação de polímero pelas células e da eficiência da extracção, no entanto, 
o substrato utilizado na produção de PHAs é o factor que mais influencia o 
preço final do biopolímero (Salehizadeh e Loosdrecht, 2004).  
A ideia da produção de PHAs utilizando culturas mistas surgiu devido ao 
papel que os PHAs desempenham como intermediário metabólico nos 
processos microbianos de tratamento de águas residuais.  
O tratamento biológico de águas residuais ocorre sob condições 
dinâmicas. As lamas activadas são culturas mistas que acumulam PHAs como 
fonte de carbono e energia em condições instáveis provocadas pela 
alimentação alternada e variação na presença de um aceitador de electrões. 
Estes microrganismos experimentam rápidas mudanças nas condições de 
disponibilidade de nutrientes e conseguem adaptar-se continuamente a 
mudanças no substrato. Os microrganismos que têm a capacidade de 
armazenar rapidamente o substrato disponível e consumir as reservas para 
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atingir um maior crescimento têm uma grande vantagem competitiva em 
relação aos microrganismos que não têm essa capacidade (Van Loosdrecht et 
al., 1997).  
Nas culturas microbianas mistas, ao contrário do que acontece nas 
culturas puras, a acumulação de PHAs não é induzida pela limitação de 
nutriente, permitindo a utilização de uma grande variedade de substratos ricos 
em nutrientes. 
Em condições anaeróbicas, as lamas activadas podem acumular 20% do 
seu peso seco de PHAs. Para condições aeróbicas esta percentagem é muito 
superior (62%). A produção de PHAs utilizando culturas mistas permite uma 
redução do custo de produção em relação às culturas puras, já que não são 
necessárias condições assépticas, o processo de controlo é simples e beneficia 
a utilização de resíduos. 
A capacidade máxima de acumulação de PHAs e a sua taxa de 
produção estão dependentes do substrato e das condições de operação 
utilizadas. No caso da produção de PHB obtêm-se maior rendimento quando se 
utiliza o ácido acético. Contudo, devido ao elevado custo deste substrato 
pretende-se recorrer a substratos mais baratos. 
A estabilidade dos processos de produção de PHAs por culturas mistas 
durante longos períodos de operação e as semelhanças das propriedades 
físicas e químicas dos polímeros obtidos com polímeros produzidos por 
culturas puras são bons indicadores de que o processo pode ser implementado 
a nível industrial. Para que isso seja possível é necessário melhorar os 
processos de produção bem como os parâmetros operacionais (Serafim et al, 
2008).    
2.4.1. Microrganismos produtores de PHAs em culturas mistas 
Existe uma vasta gama de microrganismos, presentes nas culturas 
mistas, que acumulam PHAs em condições transientes de disponibilidade de 
carbono e oxigénio. Os microrganismos acumuladores de PHAs são 
seleccionados pelas condições de operação dinâmicas impostas ao reactor 
(Serafim et al, 2008). 
As principais bactérias responsáveis pela acumulação de PHAs em 
culturas mistas num processo anaeróbio/aeróbio são as Bactérias 
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Acumuladoras de Fosfato (PAOs – Polyphosphate Accumulating Organisms) e 
as Bactérias Acumuladoras de Glicogénio (GAOs – Glycogen Accumulating 
Organisms). Em ambos os microrganismos, a síntese de PHAs desempenha 
um papel importante no seu metabolismo (Serafim et al., 2003). 
As PAOs são conhecidas por acumularem vários tipos de polímeros, tais 
como PHAs, glicogénio e polifosfatos. A vantagem competitiva destes 
microrganismos deve-se à sua capacidade de utilizar energia acumulada na 
forma de polifosfatos (poli-P), para produzir substrato exógeno (PHA), quando 
não existe nenhum aceitador de electrões (oxigénio e nitrato) disponível para 
produzir energia.   
As GAOs usam substratos, como a glucose, e também produzem PHB a 
partir do glicogénio armazenado. Estes dois tipos de bactérias desenvolvem-se 
em sistemas onde existe substrato, na ausência do aceitador de electrões. As 
PAOS e as GAOs utilizam a conversão de glicogénio em PHAs para produzir 
ATP e NADH. As PAOs usam esta conversão principalmente para produzir 
poder redutor, enquanto nas GAOs essa conversão destina-se essencialmente 
à produção de energia na forma de ATP. As GAOs servem-se da via de 
Embden-Meyerhoff-Parnas (EMP) para hidrolizarem o glicogénio e, por sua 
vez, as PAOs utilizam a via Entner-Doudoroff (ED) (Reis et al., 2003). 
Em sistemas aeróbicos, quando existe oxigénio suficiente, os 
microrganismos utilizam-no para produzir energia que lhes permite manter o 
seu metabolismo. A energia é gasta na produção de proteínas, glicogénio e 
outros componentes celulares. Quando o oxigénio é controlado, a assimilação 
de energia é suprimida e os microrganismos acumulam PHAs (Salehizadeh e 
Loosdrecht, 2004). 
2.4.2. Mecanismo de produção de PHAs 
A produção de PHAs por culturas bacterianas mistas ocorre em 
condições transientes de fonte de carbono, resultantes de um regime de 
alimentação “fome”/ “fartura” (Figura 4).  
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Figura 4 – Perfis de concentrações e da velocidade específica de crescimento 
num processo com culturas mistas submetidas a condições dinâmicas de 
adição de carbono (adaptado de Serafim et al, 2003).  
 
Este tipo de condições tem o nome de “Aerobic Dynamic Feeding” 
(ADF). No regime de alimentação referido, após um longo período de carência 
de carbono (“fome”), quando é adicionada elevada concentração de substrato 
(“fartura”), as bactérias transformam a maior parte da fonte de carbono em 
PHAs. Durante o período de “fome”, as bactérias consomem os PHAs 
acumulados, produzindo energia essencial para o seu crescimento e 
manutenção celular. Contudo a sua taxa de crescimento nesta fase é 
extremamente baixa, sendo necessária a sua adaptação na fase de excesso de 
substrato (Majone et al., 1999). 
 
Existem dois tipos de adaptação possíveis: as bactérias podem adaptar-
se às novas condições aumentando o crescimento celular ou podem utilizar o 
substrato para acumular reservas intracelulares. O último caso é o que 
acontece com maior frequência, uma vez que a acumulação de polímeros é 
mais rápida e exige menor adaptação fisiológica dos microrganismos (Serafim 
et al., 2003). 
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O regime alimentar definido permite a selecção de microrganismos, 
porque apenas os que acumulam PHAs conseguem sobreviver durante o 
período de “fome” (Serafim et al., 2003). 
2.4.3. Metabolismo de produção de PHAs em culturas mistas 
O conhecimento das vias metabólicas envolvidas na síntese e 
degradação de PHAs permite saber a composição dos PHAs, bem como 
produzir PHAs com características desejáveis. Estas vias estão relacionadas 
com o tipo de microrganismo produtor, o substrato que ele utiliza como fonte de 
carbono e o tipo de PHA produzido (Khanna, 2004). 
 
Figura 5 – Via metabólica de síntese e degradação de PHAs, utilizada por 
diversos microrganismos, em condições transientes de alimentação (Serafim et 
al, 2003).  
 
O modelo metabólico apresentado na Fig.5 inclui a síntese de PHAs e a 
sua degradação, bem como reacções anabólicas e catabólicas que ocorrem 
acopladas à produção de PHAs. Nesta via metabólica, a acetil-CoA é utilizada 
para produzir energia (ATP) e poder redutor (NADH), no Ciclo de Krebs. A 
acetil-CoA, sintetizada a partir do acetato, é o intermediário principal na síntese 
e degradação de PHAs.  
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Na síntese de PHAs a enzima β-cetotiolase condensa duas moléculas 
de acetil-CoA em acetoacetil-CoA. De seguida, a redutase NADPH-dependente 
converte a acetoacetil-CoA em hidroxibutiril-CoA, numa reacção 
estereoselectiva. Por último, ocorre a polimerização dos PHAs catalisada pela 
PHB sintase (Serafim et al., 2003). 
 
 
Figura 6 – Vias metabólicas de síntese de PHAs (Serafim et al, 2008). 
 
Na figura 6 está representado o metabolismo de produção de PHAs 
duma forma mais complexa. Este modelo é aceite para culturas microbianas 
mistas, no entanto a maior parte dos estudos existentes é para culturas puras 
(Serafim et al, 2008). Nela vê-se que os ácidos orgânicos entram na célula e 
podem originar vários precursores para a síntese de PHAs (Serafim et al, 
2008). 
2.4.4. Produção de PHAs por lamas activadas 
A competição por um nicho é contínua e é o factor crítico que determina 
o sucesso de um tratamento biológico. A competição também é conhecida por 
princípio de exclusão competitiva. Este princípio diz que apenas uma espécie 
pode ocupar cada nicho num determinado tempo. As espécies que ocupam o 
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nicho são as que conseguem utilizar os recursos do meio ambiente com maior 
eficiência.  
No processo de lamas activadas os microrganismos filamentosos 
proliferam em condições de baixas concentrações nutricionais de fósforo e 
azoto, porque conseguem competir melhor pelos nutrientes do que a maior 
parte das bactérias flocuantes. As vantagens competitivas que os organismos 
filamentosos têm em obter nutrientes quando estes estão em quantidades 
baixas devem-se a dois factores. Primeiro os organismos filamentosos têm 
maior área de superfície exposta do que as bactérias flocuantes, o que lhes 
permite absorver maiores quantidades de nutrientes. Segundo os organismos 
filamentosos apenas precisam de uma pequena quantidade de nutrientes e o 
seu crescimento não é inibido na presença de concentrações baixas de 
nutrientes. Para além disto, alguns organismos filamentosos tais como, 
Sphaerotilus natans e Haliscomenobacter hydrossis proliferam em 
concentrações baixas de oxigénio dissolvido, porque conseguem competir 
melhor por quantidades baixas de oxigénio dissolvido do que a maioria das 
bactérias flocuantes (Gerardi, 2006). 
As lamas activadas são culturas mistas capazes de acumular mais de 
65% do peso seco da célula de PHAs. As culturas mistas não conseguem 
produzir PHAs directamente a partir dos açúcares, sendo necessário utilizar a 
fermentação para transformar os açúcares em ácidos gordos voláteis (VFAs – 
“volatile fatty acids”), tais como o ácido acético, o ácido propiónico, o ácido 
butírico e o ácido valérico (Dias et al., 2008).   
Em condições aeróbicas, as lamas activadas consomem os VFAs 
acumulando PHAs. Isto acontece especialmente se as lamas forem sujeitas a 
condições com alternância entre baixas e altas cargas orgânicas (“fome”/ 
“fartura”). As condições dinâmicas de alimentação permitem seleccionar os 
microrganismos com capacidade de armazenar reservas internas de carbono.  
Este processo tem a vantagem de utilizar reactores que não necessitam 
de esterilização e a carga orgânica presente nas águas residuais é removida, 
acrescentando valor a estes resíduos (Bengtsson et al., 2008). Seria 
interessante optimizar o processo de modo a produzir industrialmente PHAs 
por culturas microbianas mistas e utilizando como substrato resíduos 
industriais, permitindo a sua valorização.  
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Os reactores utilizados neste processo, bem como as condições de 
operação são essenciais para desenvolver métodos que permitam obter maior 
produção de PHAs. O reactor mais utilizado na produção de PHAs por culturas 
mistas, em condições transientes de alimentação, é o reactor descontínuo 
sequencial (SBR). Este reactor permite a adição descontínua de fonte de 
carbono, que é utilizado pelas bactérias para acumularem PHAs. Para além 
disso, permite programar ciclos e alterá-los com facilidade (Serafim et al., 
2003).  
Os VFAs são os substratos mais utilizados na produção de PHAs, sendo 
produzidos por fermentação anaeróbica, que é aplicada como pré-tratamento 
para converter vários compostos orgânicos presentes nas águas residuais em 
VFAs. Este processo permite aumentar o potencial de produção de PHAs a 
partir de águas residuais. 
A composição dos VFAs produzidos por fermentação influencia o 
polímero final. Culturas mistas alimentadas com acetato produzem PHB e 
culturas enriquecidas com propionato acumulam PHV (Bengtsson et al., 2008). 
2.4.5. SBR (Reactores descontínuos sequenciais) 
 Os reactores descontínuos sequenciais (SBR) são amplamente 
utilizados em engenharia ambiental, tendo várias aplicações. Existem dois tipos 
de SBR: os SBR biológicos e os SBR físico-químicos. Os SBR biológicos são 
utilizados no tratamento de águas residuais em ETARs. Este tratamento pode 
ser aeróbico (biooxidação e nitrificação) ou anóxico/anaeróbico 
(desnitrificação). Actualmente os processos de SBR são uma forma de 
tratamento elementar em que todo o tratamento é feito num único reactor. 
Estes processos podem ser biológicos, físico-químicos ou acoplar estes dois 
tipos (biológicos e físico-químicos), sendo utilizados no tratamento de água 
potável e industrial, de águas residuais municipais e industriais e na separação 
e tratamento de resíduos sólidos (Wang et al., 2009). 
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3. Objectivos 
O objectivo deste trabalho é produzir bioplásticos utilizando culturas 
mistas de bactérias operando reactores descontínuos sequenciais (SBR) 
aeróbios. O substrato utilizado na produção de bioplásticos são ácidos 
orgânicos voláteis (AOVs) produzidos por fermentação anaeróbica em reactor 
MBBR e ácidos orgânicos sintéticos. Com o objectivo de seleccionar bactérias 
acumuladoras de PHAs foram testadas diferentes condições de operação e de 
alimentação dos reactores SBR. Devido às características dos PHAs de origem 
microbiana, nomeadamente a sua biodegradação pode-se dizer que o estudo 
em causa terá a dupla valorização de recursos, visto que, por um lado se utiliza 
como culturas mistas lamas activadas, presentes em águas residuais 
provenientes de ETARs e, por outro lado, se produzem plásticos amigos do 
ambiente que são possíveis substitutos dos plásticos sintéticos derivados do 
petróleo. 
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4. Materiais e Métodos 
4.1. Microrganismos  
Os SBRs R1, R2, R3 e R4 foram inoculados com lamas activadas 
provenientes do tanque de recirculação da Estação de Tratamento de Águas 
Residuais de SIMRIA Sul. As lamas utilizadas em R1 e R2 apresentavam SST 
de 4,25 g/L e SSV de 4,08 g/L, enquanto as utilizadas em R3 e R4 
apresentavam SST de 3,98 g/L e 3,63 g/L. O inoculo do SBR R5 era 
proveniente de outro SBR operado com TRS de 10 dias e TRH de 5 dias e 
estava a ser alimentado com soro acidificado e carga orgânica de 2,5 g/L.d. A 
biomassa deste reactor apresentava um valor de SST de 6,38 g/L e 4,91 g/L de 
SSV. 
4.2. Reactores descontínuos sequenciais (SBR) 
Neste trabalho experimental foram operados cinco reactores 
descontínuos sequenciais (do inglês Sequenced batch reactor, SBR). Dois 
SBRs foram alimentados com soro acidificado produzido por fermentação 
acidogénica num reactor MBBR operado no mesmo laboratório, R1 e R3. Os 
outros três SBRs, R2, R4 e R5, foram alimentados com meio sintético contendo 
ácido acético (HAc) e propiónico (HPr). 
4.2.1. Condições de operação  
As condições de operação escolhidas para operar os SBRs foram 
adaptadas a partir dos trabalhos de Albuquerque et al. (2007) e Bengtsson et 
al. (2008). Numa primeira fase deste trabalho foram operados dois reactores 
(R1 e R2), com um volume útil de 5L, em condições de alimentação dinâmica 
aeróbia com ciclos de 12h. Cada ciclo incluía 11h de arejamento e agitação 
que desligavam na última hora do ciclo para sedimentação das lamas, durante 
30 minutos, recolha de 1 L de meio do reactor (21 minutos) e entrada de 1 L de 
alimentação fresca (23 minutos). A recolha e a alimentação do reactor foram 
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feitas por duas bombas Watson-Marlow 101UR que eram controladas por 
temporizadores assim como o arejamento e a agitação do SBR. O arejamento 
era feito com ar comprimido da rede do laboratório através de um sistema 
difusor que estava colocado no fundo do reactor. Na figura 7 está representada 
a montagem experimental dos reactores SBR. 
  
Figura 7 – Montagem experimental de um dos reactores SBR (Legenda: A -
alimentação; B - bomba de alimentação; C - tubo de arejamento; D - saída do 
efluente; E - bomba que retira efluente; F - sedimentador; G – temporizador. 
 
Na tabela 1 estão representados vários parâmetros de operação impostos 
nos SBRs para os ciclos de 12h e de 24h. O tempo de retenção de sólidos 
(TRS) utilizado nos vários reactores foi o mesmo, 10 dias. O valor do TRS 
manteve-se através da recolha da purga de 500 mL de lamas durante a saída 
de efluente. O tempo de retenção hidráulico (TRH) variou com a duração do 
ciclo, 2,5 dias no ciclo de 12h e 5 dias no ciclo de 24h. 
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Tabela 1 – Parâmetros utilizados para o ciclo de 12 horas e de 24 horas. 
Ciclo (h) 12 24 
TRS (dias) 10 10 
TRH (dias) 2,5 5 
Q (L/dia) 2 1 
  
Na segunda fase do trabalho operaram-se dois SBRs (R3 e R4), que 
inicialmente apresentavam as mesmas condições de operação de R1 e R2 
(ciclo de 12 horas, com 11h de arejamento e 1h de decantação). No decorrer 
do trabalho alterou-se o ciclo passando a ser um ciclo de 24h, no qual a cultura 
microbiana era alimentada apenas 1 vez por dia. Cada ciclo incluía 23h de 
arejamento e agitação que desligavam na última hora do ciclo para 
sedimentação das lamas, durante 30 minutos, recolha de 1 L de meio do 
reactor (20 minutos) e entrada de 1 L de alimentação fresca (22 minutos). A 
purga de lamas era igualmente de 500mL. 
Todos os sistemas utilizados funcionaram sem controlo de pH e de 
temperatura, à excepção do SBR R5 que funcionou com controlo automático de 
pH. O eléctrodo de pH tinha acoplado um sensor de temperatura e estava 
ligado a um registador de dados (BioPolymer Register System v2) para cartão 
de memória SD. Quando o pH dentro do reactor ultrapassava o valor 8 era 
adicionada automaticamente solução de ácido no reactor, através de uma 
bomba que estava ligada ao BioPolymer Register System v2. 
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Figura 8 – Montagem experimental do reactor SBR R5 com controlador 
automático de pH (Legenda: A - BioPolymer Register System v2, B – bomba de 
ácido, C- frasco com ácido, D – eléctrodo de pH, E – eléctrodo de temperatura). 
4.2.2. Alimentação dos SBR 
A composição da alimentação dos SBRs foi adaptada de Dionisi et al. 
(2004). Os reactores R2, R4 e R5 foram alimentados com ácidos orgânicos 
sintéticos, sendo utilizado ácido acético e propiónico numa proporção de 2:1. 
Os reactores R1 e R3 foram alimentados com AOVs produzidos por 
fermentação acidogénica. A quantidade dos diferentes tipos de AOVs 
produzidos era variável devido ao modo de operação e às condições de 
conservação, sendo difícil manter constantes as condições de alimentação. 
Os reactores R1 e R2 foram alimentados com carga de 4 g CQO/L.d, 
enquanto nos reactores R3 e R4 inicialmente se utilizou a mesma carga mas 
durante a operação foi alterada para 2 g CQO/L.d. No que respeita ao reactor 
R5, foram utilizadas duas cargas diferentes, 2 g CQO/L.d e 1 g CQO/L.d. Em 
todos os SBRs o pH da alimentação foi acertado a 6,0 com NaOH. A 
composição da alimentação dos vários SBRs para as diferentes cargas 
orgânicas utilizadas apresenta-se nas tabelas 2 e 3. 
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Tabela 2 – Composição de 1L de alimentação utilizada nos reactores sintéticos 
(R2, R4 e R5). 
Carga (g CQO/L.d) 4 2 1 
V CH3COOH (mL) 13,2 6,6 3,3 Fontes de 
Carbono 
(Substrato) V CH3CH2COOH (mL) 4,4 2,2 1,1 
V KH2PO4 (mL) 8 4 2 
V NH4Cl (mL) 22,8 11,4 5,7 
 
Macronutrientes 
V meio mineral (mL) 20 20 20 
Micronutrientes V solução 
micronutrientes (mL) 
2 2 2 
V H2O (mL) 938 954 966 
 
Tabela 3 – Composição de 1L de alimentação utilizada nos reactores 
alimentados com soro acidificado (R1 e R3). 
 
Carga (g CQO/L.d) 4 2 
Fontes de 
Carbono 
V soro acidificado (mL) 1000 1000 
V KH2PO4 (mL) 8 4 
V NH4Cl (mL) 22,8 11,4 
 
Macronutrientes 
V meio mineral (mL) 20 20 
Micronutrientes V solução 
micronutrientes (mL) 
2 2 
 
As fontes de azoto e de fósforo foram adicionadas de modo a manter 
uma razão C:N:P de 100:7:1 em todos os SBRs. Na tabela 4 apresenta-se a 
constituição da solução de meio mineral e de micronutrientes. Por cada litro de 
alimentação preparado foram adicionados 20 mL de meio mineral e 2 mL de 
solução de micronutrientes. 
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Tabela 4 – Composição das soluções de meio mineral e micronutrientes 
utilizadas na alimentação dos reactores. 
Solução Composto Concentração 
(mg/L alim) 
V adicionado 
(mL) 
MgSO4.7H2O 100 
EDTA 3 
CaCl2.2H2O 50 
Tioureia 20 
Meio Mineral 
FeCl3.6H20 3 
20 
H3BO3 0,3 
MnCl2.4H2O 0,03 
CoCl2.6H2O 0,2 
ZnCl2 0,1 
(NH4)6Mo7O24.4H2O 0,05 
Cu.Cl2.2H2O 0,01 
NiCl2.6H2O 0,02 
Micronutrientes 
KI 0,03 
2 
 
4.3. Métodos analíticos 
4.3.1. pH 
O pH da alimentação, durante a sua preparação, foi medido com um 
aparelho portátil Consort C-535 associado a um eléctrodo de pH de xerolite. 
Também se utilizou este aparelho na monitorização do pH nas amostras 
retiradas dos reactores R1, R2, R3 e R4.  
4.3.2. Carência química de oxigénio (CQO) 
A análise de CQO foi realizada segundo o método do refluxo fechado, 
com determinação espectrofotométrica de acordo com Standard Methods for 
the Examination of Water and Wastewater (American Public Health Association, 
1999). Este parâmetro permite determinar a quantidade de oxigénio necessário 
à oxidação da matéria orgânica presente nas amostras. Ao longo do trabalho 
experimental para cada amostra fez-se sempre três réplicas e para determinar 
o CQO da fracção solúvel era necessário filtrar a amostra. 
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Num tubo de ensaio próprio para esta análise, adicionaram-se 2,5 ml de 
amostra, 1,5 mL de solução de K2Cr2O7 e 3,5 mL de solução de H2SO4. A 
solução de dicromato de potássio prepara-se adicionando 20,432g de K2Cr2O7, 
66,6 g de HgSO4 e perfazendo com 2L de H2O. A solução de ácido sulfúrico 
prepara-se adicionando 23,3 g de Ag2SO4 a 2,5L de H2SO4. Os tubos 
incubaram-se durante duas horas a 150 ºC. Após o arrefecimento, à 
temperatura ambiente e no escuro, era feita a leitura dos tubos num 
espectrofotómetro a 605 nm (Aqualytic, modelo PCH023212). Como o método 
só pode ser utilizado numa gama de concentrações entre 100 e 900 mg 
CQO.L-1, foi necessário, por vezes, diluir as amostras. 
As expressões do cálculo da carga orgânica e percentagem de remoção 
apresentam-se de seguida: 
 
 
 
 
4.3.3. Quantificação da biomassa  
A biomassa foi quantificada como sólidos suspensos totais (SST) e 
sólidos suspensos voláteis (SSV) de acordo os Standard Methods for the 
Examination of Water and Wastewater “ (American Public Health Association 
1999). Os sólidos suspensos totais são utilizados para quantificar a matéria 
orgânica e inorgânica, enquanto os sólidos suspensos voláteis quantificam a 
matéria orgânica.  
O procedimento iniciou-se com a calcinação de cadinhos de porcelana 
contendo filtros de papel de porosidade 2.0 µm numa mufla a 550ºC durante 20 
minutos. De seguida os cadinhos eram colocados num exsicador, onde 
arrefeciam à temperatura ambiente sendo pesados de seguida. Os filtros 
calcinados eram utilizados para filtrar a amostra e depois eram colocados na 
estufa 103-105ºC durante 24h. Ao fim desse tempo eram colocados no 
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exsicador e depois de arrefecerem eram pesados. Por último eram colocados 
na mufla durante 2h, eram retirados e depois de arrefecerem eram pesados. 
As fórmulas utilizadas para calcular SST e SSV em mg/L são as seguintes: 
 
 
 
 
4.3.4. Quantificação de AOVs 
A análise de ácidos orgânicos voláteis foi feita por cromatografia gasosa, 
num cromatógrafo da marca Chrompack, modelo CP 9001, com detector de 
ionização de chama (FDI) e coluna Chrompack CO-sil5 CB (25mx0,53mmlD). A 
5 mL de amostra filtrada adicionaram-se 0,5 µL de ácido fórmico e conservou-
se no frio até análise. 
A quantificação das concentrações de AOVs a partir das áreas dos 
cromatogramas foi feita utilizando uma recta de calibração obtida a partir de 
soluções de AOVs puros de concentrações conhecidas. 
4.4.  Microscopia de fluorescência 
A visualização dos grânulos de PHAs fez-se utilizando coloração com 
azul de Nilo. O corante liga-se aos grânulos de PHAs permitindo visualizar os 
grânulos de PHA dentro dos microrganismos pois apresentam forte 
fluorescência vermelha sob fluorescência. 
O procedimento utilizado na coloração consiste em colocar 5µL de 
corante de Azul de Nilo num eppendorf contendo uma amostra do meio de 
cultura. De seguida colocar na estufa a 55 ºC durante 10 minutos, centrifugar, 
descartar o sobrenadante e ressuspender em cloreto de sódio 0,9%. Faz-se 
nova centrifugação, descarta-se o sobrenadante, ressuspende-se em ácido 
acético 8% e agita-se durante 1min. Por último centrifuga-se, rejeita-se o 
sobrenadante e ressuspende-se em cloreto de sódio 0,9%.  
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As amostras foram observadas ao microscópio de fluorescência Keiss, 
que tinha acoplado uma máquina fotográfica digital que estava ligada a um 
computador, permitindo visualizar em tempo real as imagens do microscópio e 
permitindo a sua gravação no computador.  
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5. Resultados e discussão 
5.1. Resultados dos reactores R1 e R2 
As culturas mistas presentes nos reactores R1 e R2 foram alimentadas, 
respectivamente, com AOVs produzidos por fermentação acidogénica e com 
ácido acético e propiónico na proporção 2:1. Ambos os reactores foram 
operados durante 38 dias com ciclos de 12h, o que significa que as bactérias 
eram alimentadas duas vezes ao dia com 1L de alimentação. De seguida 
mostram-se nas figuras 9 e 10 os resultados obtidos: análise de sólidos, carga 
orgânica, percentagem de remoção e pH, ao longo do tempo de operação dos 
reactores R1 e R2. 
 
 
Figura 9 – Variação dos sólidos suspensos, da carga orgânica, da percentagem 
de remoção e do pH, ao longo do tempo de operação, para o reactor R1. 
 
Como se pode ver na figura 9, o reactor R1 (alimentado com soro 
acidificado) manteve, a partir do 17º dia de operação, uma percentagem de 
remoção de CQO superior a 98%. Este valor foi independente da carga 
utilizada uma vez que a carga apresentou oscilações ao longo do tempo, 
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mantendo-se constante a percentagem de CQO removido. A quantidade de 
bactérias presentes no reactor parece não influenciar este parâmetro em R1, já 
que a quantidade de sólidos suspensos variou enquanto a percentagem de 
remoção se manteve praticamente constante. 
 
 
Figura 10 – Variação dos sólidos suspensos, da carga orgânica, da 
percentagem de remoção e do pH, ao longo do tempo de operação, para o 
reactor R2. 
 
No reactor R2 com alimentação sintética, verificou-se uma descida 
brusca da remoção de CQO entre o 10º e o 24º dia de operação. A 
percentagem de remoção atingiu no 24º dia o valor mais baixo correspondente 
a 33%, aumentando nos dias seguintes. Um dos motivos para a baixa remoção 
de CQO poderá estar relacionado com a elevada carga orgânica fornecida na 
alimentação, que segundo estes resultados parece ser muito superior às 
necessidades da cultura mista de bactérias, que não conseguiram remover a 
carga adicionada. Estes valores deveram-se também à instabilidade do reactor 
que apresentava microrganismos que não eram de interesse, como por 
exemplo, as algas. Quando a percentagem de remoção baixou (entre o 10º e 
24º dia de operação), a quantidade de sólidos suspensos também sofreu uma 
descida, o que poderia indicar, que, para o reactor R2, se verificava uma 
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relação entre a quantidade de sólidos presentes no reactor e a percentagem de 
remoção de CQO, tal como era esperado. 
Através da análise das figuras 9 e 10 foi possível verificar que o reactor 
R1, apresentou valores de SST e SSV superiores aos do reactor R2 ao longo 
dos 38 dias de operação. Para além disso, observou-se que a tendência dos 
dois reactores foi a mesma ao longo do tempo. Ambos os reactores 
apresentaram um aumento de SST e SSV até ao oitavo dia de operação. Nos 
dias seguintes, verificou-se um decréscimo até ao dia 21, no qual se atingiu o 
valor mínimo de SST (4,2 g/L para R1 e 1,6 g/L para R2) e SSV (R1 com 3,7 g/L 
e R2 com 1,5 g/L). Verificou-se, ainda, que em R1 e R2 os sólidos suspensos 
totais foram ligeiramente superiores aos sólidos suspensos voláteis, e ao longo 
do tempo observaram-se oscilações nestes dois parâmetros. 
Embora tenham sido fornecidas cargas orgânicas similares aos dois 
reactores, oscilando entre 4 e 5 g CQO/L.d, a percentagem de remoção foi 
superior em R1 (acima de 98%), o que indica que a quase totalidade dos AOVs 
presentes na alimentação foram consumidos pela cultura mista. Pelo contrário, 
em R2 a percentagem de remoção variou bastante atingindo-se valores baixos, 
o que indica que os ácidos sintéticos (acético e propiónico) adicionados na 
alimentação não estavam a ser consumidos pelas bactérias de forma eficaz. 
As diferenças verificadas no comportamento das culturas mistas nos 
dois sistemas não se reflectiram nos valores de pH, medidos no final de cada 
ciclo, pois não se observaram diferenças significativas ao longo do tempo de 
operação. Em R1, o pH variou entre 7,98 e 9,02 e em R2, entre 8,50 e 9,30. As 
oscilações observadas no pH terão resultado das variações na carga orgânica 
fornecida: nos dois reactores, quando a carga aumentou também aumentou 
ligeiramente o pH, o que indica haver uma relação directamente proporcional 
entre estes dois parâmetros. Em R1 esta relação foi menos evidente, uma vez 
que o pH se manteve próximo de 9 praticamente durante todo o tempo de 
operação. 
O reactor R1 foi alimentado com soro acidificado produzido no reactor 
anaeróbio MBBR que estava a ser operado no mesmo laboratório. De seguida 
mostra-se na figura 11 a composição de alguns frascos de soro acidificado 
utilizados na alimentação da cultura presente em R1. Nos gráficos seguintes é 
indicada a percentagem de cada AOV do soro acidificado presente nos frascos 
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1, 5 e 6. O frasco 1, utilizado no início da operação do reactor apresentava uma 
concentração total de AOVs de 5709 mg/L, o frasco 5 de 5447 mg/L e o frasco 
6,  utilizado no 17º dia de operação do reactor, apresentava uma concentração 
de 5229 mg/L. 
 
 
Figura 11 – Percentagem dos diferentes AOVs presentes no soro acidificado 
utilizado na alimentação do reactor R1. 
 
De acordo com a figura 11, verifica-se que existiriam variações na 
composição do soro acidificado que foi utilizado na alimentação da cultura 
mista de R1. A concentração dos ácidos no soro acidificado variou ao longo do 
tempo sendo o ácido mais abundante, o ácido acético, que variou entre 31% e 
41%. Seguiram-se sempre o n-butírico, entre 22% e 25%, o n-valérico, 16% e 
22% e o propiónico, 13% e 16%. Os ácidos minoritários foram o i-valérico (1%-
3%), n-capróico (1%-2%) e i-butírico (inferior a 1%).  
No frasco 1 há maior percentagem de ácido acético do que no frasco 5, 
enquanto neste último a percentagem de ácido n-butírico e n-valérico é 
superior à do frasco 1. Estes resultados demonstram que ao longo do tempo de 
operação do reactor R1, a concentração de AOVs presentes no soro acidificado 
variou, alterando a sua composição.   
Através das concentrações dos AOVs do soro acidificado e analisando 
os AOVs presentes no reactor R1, no final do ciclo de 12h, foi possível saber 
quais os ácidos orgânicos que foram removidos em maior quantidade, ou seja, 
quais os AOVs que foram utilizados preferencialmente na manutenção e 
Frasco 1 Frasco 5 Frasco 6 
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crescimento celular das bactérias e na produção de PHAs. Na figura seguinte 
(fig. 12) apresenta-se a concentração e a percentagem de cada AOV presente 
no reactor R1 no final do ciclo do 17º dia de operação. 
 
  
Figura 12 – Gráficos da concentração e da percentagem correspondente dos 
diferentes AOVs presentes no reactor R1 no final do ciclo do 17º dia de 
operação. 
 
A concentração de AOVs presentes no reactor R1 no final do ciclo indica 
que este tinha um CQO de saída de aproximadamente 300 mg/L, o que estava 
de acordo com a percentagem de CQO removido (98%) pelas bactérias deste 
reactor. Os gráficos da figura 12 mostram que os AOVs que existiam em maior 
quantidade, no final de um ciclo de operação do reactor R1, foram o ácido n-
valérico, 90 mg/L, e o ácido propiónico, 56 mg/L. No entanto, ao contrário do 
que se possa pensar, estes não foram os ácidos menos consumidos pela 
cultura mista de bactérias, correspondendo respectivamente a 90,7% e 92,1% 
de consumo. Tal como se pode observar na tabela 5, o AOV mais utilizado 
pelas bactérias foi o ácido acético, já que este era o AOV presente em maior 
concentração no soro acidificado e no final do ciclo apenas correspondia a 5% 
do total de AOVs, correspondendo a 99,3% de conversão. O seu elevado 
consumo pelas bactérias indica que foi facilmente assimilado através das 
várias vias metabólicas e utilizado em crescimento, energia e na produção 
PHAs. 
Produção de Bioplásticos por Culturas Mistas em SBR 
 44 
O AOV menos utilizado pela cultura de bactérias é o i-valérico, 
verificando-se um consumo de 50,3% deste ácido. O 2º ácido menos 
consumido é o n-capróico, com um consumo de 68,1%, seguido do i-butírico, 
cujo consumo foi de 76,7%. Quanto ao isómero n-butírico verificou-se 96,7% de 
conversão.   
 
Tabela 5 – Percentagem de consumo dos diferentes AOVs no reactor R1 do 
17º dia de operação. 
 C (mg/L) 
 Frasco 6 R1 out 
% Consumo 
Total AOVs 5229,0 290,7 94,4 
Acético 2133,4 15,2 99,3 
Propiónico 702,3 55,7 92,1 
i-Butírico 54,8 12,8 76,7 
n-Butírico 1161,3 38,5 96,7 
i-Valérico 61,7 30,7 50,3 
n-Valérico 966,9 90,4 90,7 
n-Capróico 148,7 47,4 68,1 
 
5.2. Resultados dos reactores R3 e R4 
5.2.1. Desempenho ao longo do tempo dos sistemas R3 e R4 
Os reactores R3 e R4 foram alimentados, respectivamente, com AOVs 
produzidos por fermentação acidogénica, e com ácido acético e propiónico na 
proporção 2:1. Os dois reactores funcionaram com ciclos de 24 horas e 
inicialmente utilizou-se uma carga orgânica de 4 g CQO/L.d, que foi reduzida 
para 2 g CQO/L.d nos reactores R3 e R4, respectivamente no 74º e no 49º dia 
de operação. O sistema R3 esteve operacional durante 109 dias e R4 esteve 
em funcionamento 137 dias. Na figura 13 apresentam-se os resultados de 
variação dos sólidos, da percentagem de remoção de CQO, da carga orgânica 
e do pH, ao longo do tempo de operação, obtidos para sistema R3.  
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Figura 13 – Variação dos sólidos suspensos, da carga orgânica, da 
percentagem de remoção e do pH, ao longo do tempo de operação, para o 
reactor R3. 
 
A carga orgânica de R3, alimentado com soro acidificado, inicialmente 
era 4 g CQO/L.d, no entanto devido a problemas operacionais verificou-se uma 
grande variação da carga orgânica entre o 32º e o 49º dia de operação. Este 
facto deveu-se, principalmente, à forma como era conservado fermentado 
utilizado para alimentação. Não foi possível conservar o fermentado de forma 
estéril ou a baixa temperatura e por isso, poderá ter ocorrido contaminação, 
diminuindo a sua quantidade de CQO. 
Devido às variações da carga orgânica da alimentação de R3 
verificaram-se, nesse período de tempo, variações grandes na percentagem de 
remoção de CQO. O reactor apresentou uma percentagem de remoção de 
CQO praticamente constante entre o 8º e o 21º dia de operação, sendo esse 
valor de 98%, o que significa que nesse período de tempo as bactérias 
presentes no reactor utilizaram praticamente a totalidade dos AOVs que lhes 
era fornecida na alimentação. Entre o 21º e o 70º dia de operação a 
percentagem de CQO removido, pela cultura mista de R3, variou bastante, 
estabilizando a partir do 77º dia de operação acima dos 90% e mantendo-se 
até ao final. 
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Na figura 14 apresentam-se os resultados de variação dos sólidos, da 
percentagem de remoção de CQO, da carga orgânica e do pH, ao longo do 
tempo de operação, obtidos para o sistema R4. 
 
 
Figura 14 – Variação dos sólidos suspensos, da carga orgânica, da 
percentagem de remoção e do pH, ao longo do tempo de operação, para o 
reactor R4. 
 
No reactor R4 a carga orgânica manteve-se constante (4 g CQO/L.d) até 
ao 49º dia de operação do reactor, quando foi alterada para metade (2 g 
CQO/L.d). A percentagem de remoção de carga teve oscilações entre o 11º e o 
74º dia de operação, mas a partir desse dia estabilizou mantendo-se entre os 
90 e os 100%. A estabilização do CQO removido pela cultura mista de R4 
ocorreu quando se diminuiu a carga da alimentação fornecida para 2 g 
CQO/L.d. Este resultado indica que as bactérias conseguem remover esta 
carga orgânica (2 g CQO/L.d), mas têm dificuldades em utilizar concentrações 
superiores de ácidos orgânicos. Provavelmente, esta situação ocorreu porque a 
concentração de biomassa era baixa no reactor, tal como sugere os resultados 
dos sólidos suspensos, onde se pode observar a diminuição da quantidade de 
sólidos, ou seja, da quantidade de bactérias presentes no reactor R4.  
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Para os dois reactores, verificou-se que os SST foram ligeiramente 
superiores aos SSV e ao longo do tempo foi visível uma variação nos sólidos, 
ocorrendo uma subida acentuada até ao 8 º dia de operação e depois uma 
descida, que no reactor R4 foi mais acentuada. O sistema R4 atingiu o seu valor 
mínimo no 21º dia de operação, 0,95 g/L de SST e 0,72 g/L de SSV, o que terá 
originado a instabilidade na percentagem de remoção. 
Comparando os dois reactores em relação à sua performance na 
remoção da carga orgânica, em ambos os reactores verificaram-se grandes 
variações, no entanto, quando a carga foi alterada para 2 g CQO/L.d a 
percentagem de remoção oscilou pouco e foi praticamente constante para os 
dois reactores, variando entre 90 e 100%. No entanto, observou-se uma maior 
instabilidade em R3 devido à dificuldade em manter a carga ao longo do tempo. 
Os dois sistemas estabilizaram quando lhes foi fornecida a alimentação com 
carga orgânica de 2g CQO/L.d. Esta situação é um indício da robustez do 
sistema, cuja estabilização em termos de remoção de CQO foi conseguida 
mesmo após variações bruscas na carga orgânica fornecida ao reactor. 
Em relação ao pH, verificou-se que este foi superior no reactor 
alimentado com ácidos orgânicos sintéticos (R4), e para a carga de 2 g 
CQO/L.d. Neste reactor, o valor de pH aumenta e estabiliza próximo de 9. No 
reactor R3 a tendência é idêntica, no entanto o reactor estabiliza a pH inferior 
(8,0-8,5). 
Embora não tenha sido possível analisar as amostras para quantificar a 
quantidade de PHAs produzidos devido a problemas técnicos com o 
equipamento, a coloração de azul de Nilo possibilitou confirmar a produção de 
polímero. Na figura 15 apresenta-se o resultado da coloração com azul de Nilo 
para o 67º dia de funcionamento do sistema R3 e na figura 16, o resultado 
obtido no 81º dia de operação do reactor R4. 
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Figura 15 – Imagem de microscopia de epifluorescência com azul de Nilo do 
reactor R3, para o 67º dia de operação (ampliação 1000x). 
 
 
Figura 16 – Imagem de microscopia de epifluorescência com azul de Nilo do 
reactor R4, para o 81º dia de operação (ampliação 1000x). 
 
A imagem da figura 15 foi tirada quando a cultura do reactor R3 se 
encontrava a ser alimentada com carga orgânica de 3,26 g CQO/L.d e a 
imagem da figura 16 foi captada quando a cultura mista do reactor R4 estava a 
ser alimentada com carga orgânica de 2,04 g CQO/L.d. As imagens mostram 
que as bactérias do reactor R3, alimentadas com AOVs do soro acidificado, 
apresentavam uma morfologia distinta das bactérias do reactor R4. As bactérias 
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de R3 tinham forma de bastonete, enquanto as bactérias presentes em R4 eram 
sobretudo cocobastonetes. A partir das imagens anteriores observa-se que as 
bactérias, presentes em ambos os reactores, apresentavam fluorescência com 
azul de Nilo, confirmando-se a acumulação de PHAs pelas culturas mistas. As 
imagens mostram também que a acumulação de PHAs pelas bactérias do 
reactor R3 e R4 foi diferente. Em R3 parecia existir uma acumulação uniforme 
de PHAs por toda a célula bacteriana. Pelo contrário, em R4 observou-se que 
apenas parte da célula bacteriana adquiria fluorescência.  
5.2.2. Ciclo de 12h para R3 e R4 
Com o objectivo de monitorizar os reactores R3 e R4 ao longo de um 
ciclo de operação, seguiu-se detalhadamente a evolução da quantidade total 
de CQO e do pH no interior dos reactores durante 12h. Os sistemas R3 e R4 
encontravam-se, respectivamente no 35º e 42º dia de operação e estavam a 
ser alimentados com carga 1g CQO/L.d e 4g CQO/L.d, com ciclos de 
alimentação de 12h.  
 
 
Figura 17 – Variação do CQO e do pH ao longo do ciclo de 12h para o reactor 
R3. 
 
Como é possível observar na figura 17, o reactor R3, alimentado com 
soro real, continha no seu interior uma grande quantidade de CQO (3500mg/L), 
Produção de Bioplásticos por Culturas Mistas em SBR 
 50 
que não tinha sido consumido no início do ciclo. No final da adição da 
alimentação (tempo 0), o CQO total dentro do reactor atingiu o valor 6000mg/L. 
Como no final do ciclo (t = -1) o CQO era de 4000mg/L, foram consumidos 
2000mg/L de CQO nas primeiras 4 horas do ciclo. Verifica-se que a maior parte 
do CQO adicionado na alimentação é consumido pelas bactérias presentes em 
R3 na primeira hora do ciclo, passando o CQO de 6000mg/L para 4800 mg/L. 
Ao longo do ciclo esse valor vai diminuindo progressivamente, atingindo o valor 
mínimo (3200mg CQO/L) no final do ciclo.  
Para o reactor R4 observou-se um consumo de 1500 mg CQO/L ao 
longo das 12h. No final do ciclo o reactor ainda continha 1500 mg CQO/L, o 
que significa que as bactérias não estavam a remover a totalidade da carga 
orgânica que era adicionada na alimentação, sendo esta acumulada no reactor. 
Após o final da alimentação (t=0), o CQO dentro de R4 subiu para 3000 mg/L, e 
foi consumido pela cultura bacteriana de forma gradual ao longo das 12h do 
ciclo. A maior parte do CQO foi removido nas primeiras 5h do ciclo, no entanto 
a sua remoção ocorreu progressivamente e as bactérias não passaram pelo 
período de fome necessário à produção de PHAs.  
 
 
Figura 18 – Variação do CQO e do pH ao longo do ciclo de 12h para o reactor 
R4. 
No que respeita à variação do pH nos dois reactores, observa-se uma 
maior variação dos valores de pH em R3. Para este reactor, os valores 
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variaram entre 7,21 no inicio do ciclo e 7,89 no final do ciclo. Em R4 a variação 
do pH foi menor, sendo o valor mínimo 8,38 no inicio do ciclo e o máximo 8,67 
no final do ciclo. Este reactor apresente valores de pH superiores aos do 
reactor R3. A partir das figuras 17 e 18, concluiu-se que o pH em ambos os 
reactores vai aumentando à medida que são consumidos os ácidos orgânicos 
pelas bactérias, já que a alimentação apresentava pH 6 ao longo de todo o 
tempo de operação. 
 
 
5.3. Resultados do reactor R5 
5.3.1. Desempenho ao longo do tempo do sistema R5 
A cultura mista microbiana do reactor R5 foi alimentada com ácido 
acético e ácido propiónico numa proporção 2:1. Este reactor foi operado 
durante 82 dias com ciclos de 24h. Nos primeiros 18 dias de operação, o 
reactor foi alimentado com uma carga orgânica de 1g CQO/L.d. Entre o 22º e o 
46º dia de operação utilizou-se o dobro de carga orgânica (2g CQO/L.d) e entre 
o dia 49 e 78 de operação voltou a ser utilizada a carga inicial de 1g CQO/L.d. 
De seguida mostram-se, na figura 19, os resultados obtidos para este 
reactor, onde estão representados os sólidos suspensos presentes no reactor, 
a carga orgânica fornecida na alimentação, a percentagem de CQO removido e 
o pH. 
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Figura 19 – Variação dos sólidos suspensos, da carga orgânica, da 
percentagem de remoção e do pH, ao longo do tempo de operação, para o 
reactor R5. 
 
Na figura 19, observa-se que ao longo do tempo de operação, a carga 
orgânica, presente na alimentação foi constante, para os intervalos em que era 
fornecida a mesma quantidade de CQO à cultura, o que significa que se 
conseguiu operar o reactor de forma estável. Estes resultados indicam que a 
cultura mista, presente no reactor, se adaptou rapidamente a diferentes 
quantidades de ácidos orgânicos contidos na alimentação, removendo-os com 
maior eficácia até ao 40º dia de operação do reactor. A percentagem de CQO 
removido variou pouco ao longo do período de operação, situando-se o seu 
valor entre 90 e 97%. 
No que respeita à variação dos sólidos suspensos, verificou-se uma 
oscilação dos sólidos suspensos totais e dos sólidos suspensos voláteis, ao 
longo do tempo de operação do reactor. Ambos os parâmetros subiram 
ligeiramente até ao 18º dia de operação, quando estava a ser utilizada carga 
orgânica de 1 g CQO/L.d, atingindo os 1,81 g/L de SST e 1,60 g/L de SSV. 
Com o aumento da carga orgânica para o dobro (2 g CQO/L.d), os sólidos 
suspensos também aumentaram, atingindo o valor máximo no dia 42 de 
operação, respectivamente 3,85 g/L de sólidos suspensos totais e 3,29 g/L de 
sólidos suspensos voláteis. Quando se diminuiu a carga orgânica, no 49º dia 
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de operação, para 1 g CQO/L.d ocorreu uma descida abrupta da quantidade de 
sólidos suspensos presentes no reactor. Os SST desceram para 1 g/L e 
estabilizaram nesse valor até à desactivação do reactor, enquanto os SSV 
tiveram uma descida maior, atingindo o valor mínimo de 0,24 g/L no 62º dia de 
operação do reactor. Após essa diminuição dos SSV verificou-se um aumento 
e estabilização no valor de 1g/L até ao final da operação do reactor. 
Estes resultados indicam, que no geral, os sólidos suspensos variaram 
proporcionalmente com a carga orgânica, aumentando quando aumentou a 
quantidade de ácidos fornecidos na alimentação, o que está de acordo com o 
esperado, uma vez que o aumento da quantidade de nutrientes dentro do 
reactor permite o aumento e desenvolvimento de uma maior quantidade de 
bactérias, na ausência de limitação nutricional. 
Pelo contrário, a percentagem de CQO removido pela cultura mista, 
pareceu não ter uma variação proporcional à carga orgânica fornecida nem à 
quantidade de sólidos suspensos presentes no reactor. Este parâmetro no 
reactor R5 foi independente das alterações introduzidas no sistema. De certo 
modo, as mudanças no reactor pareceram não afectar significativamente a 
acção da população que continuou a consumir os ácidos e nutrientes para 
crescimento, manutenção e produção de PHAs, mesmo quando estavam em 
menor quantidade. 
O reactor R5 foi operado com controlo automático de pH. Na figura 19 é 
possível observar que, como o pH foi controlado não subiu para os valores 
observados nos sistemas anteriores, oscilando os seus valores entre 7,5 e 8. 
No entanto comparando com o reactor R4, quando ambos foram operados com 
ciclo de 24h e carga orgânica 2 g CQO/L.d, as percentagens de remoção foram 
idênticas, embora R4 tivesse um pH superior. Estes dados indicam que a 
percentagem de CQO removida não parece ser afectada pelos valores 
elevados de pH. 
Embora não tenha sido possível analisar as amostras para quantificar a 
quantidade de PHAs produzidos devido a problemas técnicos com o 
equipamento, a coloração de azul de Nilo possibilitou confirmar a produção de 
polímero. Na figura 20 apresenta-se o resultado da coloração de azul de Nilo 
no 19º dia de funcionamento do sistema R5 e na figura 21 apresenta-se o 
resultado obtido no 28º dia de operação. 
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Figura 20 – Imagem de microscopia de epifluorescência com azul de Nilo do 
reactor R5, para o 19º dia de operação (ampliação 1000x). 
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Figura 21 – Imagens de microscopia de epifluorescência com azul de Nilo do 
reactor R5, para o 28º dia de operação (ampliação 1000x). 
 
As imagens das figuras 20 e 21 representam, a cultura mista presente 
no reactor R5 quando foi alimentada, respectivamente, com 1 g de CQO/L.d e 
2g de CQO/L.d. Observa-se que as bactérias alimentadas com carga inferior (1 
g de CQO/L.d) eram cocobastonetes de grande dimensão e a acumulação de 
PHAs dentro das células parecia ocorrer em determinadas estruturas e não em 
toda a célula, à semelhança do que se observou em R4 (figura 20).  
Quando foi administrada carga orgânica de 2 g de CQO/L.d, as bactérias 
tinham menores dimensões, morfologia esférica e formavam agregados. Estes 
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dados indicam que as diferentes quantidades de ácidos orgânicos 
administrados terão dado origem a diferentes populações produtoras de PHAs.  
5.3.2. Ciclo 24h de R5 
Com o objectivo de monitorizar o comportamento da cultura mista do 
reactor R5 ao longo do ciclo, acompanhou-se detalhadamente um ciclo de 24h 
correspondente ao 77º dia de operação, que corresponde ao período durante o 
qual a carga orgânica era de 1 g CQO/L.d. Na figura 22 apresentam-se os 
resultados obtidos. 
 
 
Figura 22 – Variação do CQO e do pH no reactor R5 ao longo do ciclo de 24h. 
 
Considerando a variação de CQO dentro do reactor, verifica-se que os 
seus valores diminuíram desde o inicio do ciclo (t=0) até à segunda hora do 
ciclo. O CQO dentro do reactor, após a alimentação foi de 363 mg CQO/L, 
atingindo os 150 mg/L após 2 h, descendo ligeiramente até às 6 h para 131 mg 
CQO/L Estes resultados mostram que a remoção de CQO pela população 
microbiana ocorreu na fase inicial do ciclo, o que indica que estas passavam 
por um sistema de alimentação dinâmico de “fome/fartura”. Nestas condições, 
normalmente, ocorre a acumulação de PHAs por culturas mistas. No final do 
ciclo permaneceu um CQO residual de aproximadamente 150 mg CQO/L que 
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não foi consumido pelas bactérias e foi sendo acumulado ao longo dos dias de 
operação. 
Para além do CQO, monitorizou-se a variação da percentagem de 
oxigénio presente no reactor ao longo das 24h. Na figura 23 é possível 
observar que quando o arejamento é desligado, no final do ciclo, a 
percentagem de oxigénio presente no reactor desce de quase 100% para 
12,7%, devido ao seu consumo pelas bactérias aeróbias. Quando é fornecida a 
alimentação à cultura, os valores de oxigénio sobem rapidamente, atingindo os 
90% ao fim de duas horas. A partir desse momento começam a fazer a 
assimilação dos ácidos. Estes valores estão de acordo com a variação de CQO 
ao longo do ciclo. 
 
 
Figura 23 – Variação da percentagem de O2 no reactor R5, ao longo do ciclo de 
24h. 
Por cromatografia gasosa analisou-se a variação de ácido acético e 
ácido propiónico ao longo do ciclo. Os resultados de GC indicam que a 
concentração de ácidos diminuiu gradualmente ao longo das duas primeiras 
horas após a alimentação, confirmando o que se observou na variação do CQO 
total, não se verificando nenhuma preferência por algum dos ácidos por parte 
da população microbiana. É de notar que a concentração de ácidos é menor 
que o CQO obtido. 
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Figura 24 – Variação de HAc e HPr no reactor R5 ao longo do ciclo de 24h. 
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6. Conclusão 
Os resultados anteriormente apresentados mostraram que o reactor R1 
alimentado com soro acidificado apresentou percentagens de remoção 
superiores ao reactor R2 alimentado com ácidos orgânicos sintéticos. No reactor 
R1 a percentagem de remoção foi independente da carga e da quantidade de 
sólidos, enquanto em R2 a percentagem de remoção diminuiu com o aumento 
da carga orgânica fornecida ao sistema. Quanto aos sólidos suspensos, 
verificou-se que em R1 a diminuição deste parâmetro não afectou a 
percentagem de remoção do reactor, enquanto em R2, a descida da quantidade 
de sólidos afectou a percentagem de CQO removido, o que indica uma relação 
de proporcionalidade entre estas variáveis. Comparando o valor de sólidos 
suspensos nos dois reactores observou-se uma maior concentração de sólidos 
em R1, o que significa que este reactor tinha uma maior quantidade de 
microrganismos a remover o CQO de forma mais eficiente, o que está de 
acordo com as maiores percentagens de remoção verificadas. Quanto ao pH 
dos dois reactores verifica-se que, em ambos os sistemas, o pH é superior 
quando a carga fornecida na alimentação é maior. No reactor R2 este aspecto é 
mais evidente, embora em R1 também houvesse variação.   
Para os sistemas R3 e R4, alimentados respectivamente, com AOVs 
presentes no soro acidificado e com HAc e HPr numa proporção 2:1, o pH 
estabilizou quando a carga orgânica ministrada na alimentação foi de 2g 
CQO/L.d. O pH mais elevado foi atingido no reactor R3 estabilizando próximo 
de 9.  
Os resultados obtidos indicam que o reactor R3 revelou ser um sistema 
robusto, uma vez que apesar das cargas orgânicas administradas variarem 
bastante, o sistema conseguiu estabilizar rapidamente quando se mudou carga 
orgânica para 2 g CQO/L.d. Tanto para o reactor R3 como para R4, os valores 
de CQO removido foram superiores quando estava a ser administrada carga 
orgânica 2 g CQO/L.d. No entanto as elevadas cargas orgânicas da 
alimentação, pareceram afectar mais os sistemas alimentados com ácidos 
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sintéticos (R2 e R4). Quanto a R5, embora tenha sido alimentado com ácidos 
sintéticos, não houve grande variação na quantidade de CQO removido por 
este sistema porque as cargas administradas na alimentação foram mais 
baixas (1g e 2g CQO/L.d). A partir destes resultados conclui-se que as cargas 
orgânicas mais baixas são as ideais para operar sistemas com culturas 
bacterianas mistas, alimentadas com HAc e HPr.  
No que respeita às culturas alimentadas com AOVs presentes no soro 
acidificado, parecem ser mais resistentes a mudanças na carga orgânica da 
alimentação, adaptando-se melhor a essas mudanças.  
Com base nos resultados obtidos, conclui-se que os reactores 
alimentados com cargas orgânicas inferiores (1g e 2g CQO/L.d) apresentam 
condições favoráveis à selecção de bactérias produtoras de PHAs. Quando as 
culturas foram alimentadas uma vez por dia (ciclo de 24h) a acumulação de 
PHAs foi mais rápida, tal como indica o aumento rápido da concentração de 
oxigénio, concluindo-se que as bactérias passam de facto por uma situação 
metabólica de “fome”, consumindo rapidamente os ácidos que são adicionados 
na alimentação.   
Os resultados de microscopia confirmam que as culturas mistas dos 
reactores R3, R4 e R5 acumularam PHAs, verificando-se diferenças entre as 
bactérias acumuladoras nos vários reactores. A população seleccionada em R3 
apresentava forma de bastonete, enquanto em R4 se observaram 
cocobastonetes. Este tipo de morfologia também foi observado no sistema R5, 
pelo que se conclui que a morfologia dos microrganismos está relacionada com 
o tipo de ácidos presentes na alimentação.  
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Anexos  
 Anexo 1 - Caracterização da biomassa utilizada em R5 
Caracterização da biomassa 
mcadinho 42,8968 42,5396 41,3713 
V (mL) 5,0000 5,0000 5,0000 
mestufa 42,9269 42,5735 41,4030 
mmufla 42,9028 42,5503 41,3767 
SST (g/L) = 6,02 6,78 6,34 
SSV (g/L) = 4,82 4,64 5,26 
SST (g/L) = 6,38 
SSV (g/L) = 4,91 
 
Anexo 2 - Cálculos 
Para a conversão de cada AOV em CQO foi adoptado o seguinte 
procedimento.  
Ácido acético    C2H4O2 + 2O2  2CO2 + 2H2O   (1)  
Da equação (1) vem que 1 mol de ác. acético corresponde a um CQO de 64 g.  
  
Ácido propiónico    C3H6O2 + 3,5O2  3CO2 + 3H2O   (2)  
Da equação (2) vem que 1 mol de ác. propiónico corresponde a um CQO de 
112 g. 
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Anexo 3 - Calibrações 
Calibração de bombas – R2 
Bomba A 
RPM Tempo (min) V (mL) Q (mL/min) Q (mL/h) 
95.26 20 995 49.75 2985 
95.26 20 959 47.95 2877 
95.26 20 952 47.6 2856 
95.26 20 935 46.75 2805 
95.26 20 909 45.45 2727 
     
Volume (mL) = 1000.2    
Tempo(min) = 21    
m = 0.49  RPM = 95.26 
b = 0.95    
 
BOMBA A
y = 0.49x + 0.95
R2 = 0.9566
45
55
90 100
RPM
Q
 (m
L/
m
in
)
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Bomba B  
RPM Tempo (min) V (mL) Q (mL/min) Q (mL/h) 
98.67 20 869 43.45 2607 
98.67 20 858 42.9 2574 
98.67 20 840 42 2520 
98.67 20 822 41.1 2466 
98.67 20 800 40 2400 
     
Volume (mL) = 1000.2    
Tempo(min) = 23    
m = 0.435  RPM =  98.67 
b =  0.565    
 
BOMBA B
y = 0.48x - 3.62
R2 = 0.9974
35
45
90 100
RPM
Q
 (m
L/
m
in
)
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Calibração de bombas – R4 
 
Bomba C 
RPM Tempo (min) 
V 
(mL) Q (mL/min) Q (mL/h) 
99 20 995 49.75 2985 
95 20 952 47.60 2856 
93 20 935 46.75 2805 
91 20 909 45.45 2727 
     
Volume (mL)= 1000    
Tempo(min) = 21    
m = 0.5279  RPM = 94.93 
b = -2.495    
 
 
 
 
Bomba C
y = 0.5279x - 2.495
R2 = 0.9965
45.00
45.50
46.00
46.50
47.00
47.50
48.00
48.50
49.00
49.50
50.00
90 92 94 96 98 100
RPM
Q
 (m
L/
m
in
)
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Bomba D  
RPM Tempo (min) 
V 
(mL) Q (mL/min) Q (mL/h) 
99 20 869 43.45 2607 
97 20 858 42.90 2574 
95 20 840 42.00 2520 
93 20 822 41.10 2466 
91 20 800 40.00 2400 
     
     
Volume 
(mL)= 1000    
Tempo(min) 
= 23    
m = 0.48  RPM =  98.12 
b =  -3.62    
 
 
Bomba D
y = 0.48x - 3.62
R2 = 0.9974
39.50
40.00
40.50
41.00
41.50
42.00
42.50
43.00
43.50
90 91 92 93 94 95 96 97 98
RPM
Q
 (m
L/
m
in
)
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Programação Temporizadores para R4 
     
Horário 
Bomba  
On Off 
Δt (min) RPM 
11:24 11:44 
 C (in) 
    
20 95 
11:00 11:22 
D (out) 
    
22 99 
10:30 11:11 
Ar 
    
    
     
     
A retirada de 500 mL de lamas demora 11 
min 
 
Calibração de bombas – R5 
Bomba C  
RPM Tempo (min) 
V 
(mL) Q (mL/min) Q (mL/h) 
95 16 955 59.69 3581 
93 17 995 58.53 3512 
88 18 990 55.00 3300 
85 18 954 53.00 3180 
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Volume (mL)= 1000    
Tempo(min) = 19    
m = 0.6768  RPM =  84.46 
b =  -4.5303    
 
 
Bomba C
y = 0.6768x - 4.5303
R2 = 0.9993
52.00
53.00
54.00
55.00
56.00
57.00
58.00
59.00
60.00
61.00
84 86 88 90 92 94 96
RPM
Q
 (m
L/
m
in
)
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Bomba D  
RPM Tempo (min) V (mL) Q (mL/min) Q (mL/h) 
99 24 1000 41.67 2500 
97 23 948 41.22 2473 
95 19 775 40.79 2447 
93 21 848 40.38 2423 
     
     
     
Volume (mL)= 1000    
Tempo(min) = 24    
m = 0.2143  RPM =  99.03 
b =  20.445    
 
 
Bomba D
y = 0.2143x + 20.445
R2 = 0.9995
40.20
40.40
40.60
40.80
41.00
41.20
41.40
41.60
41.80
92 93 94 95 96 97 98 99 100
RPM
Q
 (m
L/
m
in
)
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Programação Temporizadores R5 
     
Horário 
Bomba  
On Off 
Δt (min) RPM 
10:25 10:44 
 C (in) 
    
19 85 
10:00 10:24 
D (out) 
    
24 99 
10:12 09:30 
Ar 
    
    
     
     
      
     
A retirada de 500 mL de lamas demora 12 
min 
 
 
 
